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Titre : Etude de la variabilité spatio-temporelle des caractéristiques physiologiques des 

jeunes stades de vie de la seiche Sepia officinalis L. en Manche. 
 

Résumé : 

La seiche commune Sepia officinalis, est une des principales ressources marines exploitées en 

Manche. Elle présente de fortes variations saisonnières et interannuelles au recrutement. Les 

mécanismes affectant le renouvellement du stock par l’arrivée des nouvelles « recrues » et leur 

effectif doivent être mieux élucidés. Ainsi l’étude de la variabilité spatio-temporelle des 

caractéristiques physiologiques des stades « pré-recrues » a été menée dans quatre sites de ponte 

en Manche [i.e. Agon Coutainville (FR), Baie de Seine (FR), Selsey (UK) et Torbay (UK)]. Les 

paramètres étudiés étaient la qualité des œufs et des taux d’éclosion puis, les performances 

digestives et immunitaires des juvéniles, en relation avec les conditions environnementales 

locales. Les œufs des sites anglais ont des éclosions plus tardives et un taux d’éclosion supérieur 

comparé à ceux des sites français. La température et la salinité, sont importantes dans la 

compréhension de ces différences. Les performances digestives des animaux à l’éclosion varient 

en fonction des sites. L’étude des activités enzymatiques immunitaires a montré des vulnérabilités 

locales des jeunes stades qui induisent des épisodes de forte mortalité. Ces mortalités sont 

corrélées à des œufs montrant un faible contenu protéique et ayant de faibles activités 

immunitaires. Ces résultats indiquent des variabilités spatio-temporelles dans les caractéristiques 

des jeunes stades de la seiche qui influencent la contribution des différents sites au stock de S. 

officinalis en Manche. 

 

Title: Spatial and temporal variability of cuttlefish Sepia officinalis L. physiological 

characteristics in its early life stages in the English Channel 
 

Abstract : 

The common cuttlefish Sepia officinalis, is a major exploited marine resource in the English 

Channel. It has strong seasonal and interannual variations in recruitment. Mechanisms affecting 

the renewal of the stock by the arrival of new “recruits” and their number need to be better 

understood. Thus the study of the spatial and temporal variability of “pre-recruits” physiological 

characteristics was conducted in four spawning sites of the Channel [i.e. Agon Coutainville (FR), 

Baie de Seine (FR), Selsey (UK) and Torbay (UK)]. The studied parameters were the eggs quality 

and hatching rate then, the digestive and immune performance of juveniles in relation to local 

environmental conditions. English eggs have a delayed hatching time and higher hatching rate 

when compared to the French ones. Temperature and salinity are important in understanding these 

differences. The digestive performance of hatchlings varied according to the site. The study of 

immune enzyme activities showed local vulnerabilities of early stages which corresponded to 

episodes of high mortality. These mortalities are correlated with low protein content and low 

immune activities in eggs. These results underline how variability in the spatio-temporal 

characteristics of the early life stages of cuttlefish can influence the contribution of spawning sites 

to S. officinalis stock in the English Channel. 
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Ce travail de recherche a été réalisé au sein de l’Ecole doctorale Normande de Biologie 

Intégrative, Santé et Environnement (EDNBISE 497) dans le laboratoire de Biologie des 

Mollusques marins et des Ecosystèmes Associés (CNRS INEE – FRE3484 BioMEA) à l’Université de 
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INTRODUCTION GENERALE 

I. CONTEXTE SCIENTIFIQUE 

La production mondiale des pêches représente en 2011 près de 154 millions de tonnes dont 90 

millions de tonnes pour les captures des pêches et 64 millions de tonnes de production aquacole 

(FAO, 2012). En 2010, la part des céphalopodes (encornets, seiches et poulpes) dans le commerce 

mondial du poisson est de 4%. Cette production, variable entre les années, est essentiellement 

destinée aux pays asiatiques et méditerranéens qui sont les premiers consommateurs dans le 

monde (FAO, 2012). L’abondance et la distribution des stocks commerciaux des céphalopodes 

dans le monde présentent de larges fluctuations annuelles, généralement attribuées au cycle de 

vie court de ces espèces et à l’influence des variations des conditions environnementales sur le 

succès de la ponte et du recrutement (pour revue : Pierce et al., 2008 ; Guerra et al., 2010). Ces 

variations affectent les paramètres biologiques des animaux tels que le taux de mortalité 

(Hernandez-Miranda et Ojeda, 2006), la durée et le cycle de vie (Boucaud-Camou et al., 1991), la 

fécondité (Kjesbu et al., 1998), la maturité et la croissance (Witbaard, 1996 ; Norbis et al., 1999, 

Jackson et Moltschaniwskyj, 2002) ou encore la sélection des sites de ponte (Probst et al., 2009).  

En Manche, les principales espèces de céphalopodes exploitées sont les Loliginidae (i.e. Loligo 

vulgaris et Loligo forbesii) et la seiche Sepia officinalis Linnaeus 1758. Depuis les années 90, 

plusieurs études menées ont montré l’influence de différentes variables (e.g. température de 

surface de l‘eau, pression atmosphérique, bathymétrie, saisons) sur l’abondance et le recrutement 

de ces céphalopodes (Robin et Denis, 1999 ; Denis et al., 2002 ; Challier et al., 2002 ; Wang et al., 

2003 ; Royer et al., 2006). De plus, des études ont montré que les stades de pré-recrues pouvaient 

également influencer la variabilité spatio-temporelle d’abondance (Challier et al., 2005 ; Challier et 

al., 2006). 

Le projet INTERREG IV-A CRESH (Cephalopod Recruitment from English Channel Spawning 

Habitats), lancé en 2009 et financé par l’Union Européenne, a eu pour but de développer les 

connaissances sur la biologie et le recrutement des pré-recrues de céphalopodes, et plus 

particulièrement les pré-recrues de seiche, dans les sites de ponte côtiers. Ce projet avait plusieurs 

objectifs parmi lesquels : 
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 Améliorer la connaissance des habitats favorables à la reproduction des seiches. 

 Estimer la contribution de différentes aires de ponte sur le recrutement du stock global. 

 Etudier l’effet des facteurs environnementaux sur la croissance et la survie des premiers 
stades. 

 Combiner statistiques de pêche et indices indépendants pour mettre à jour et affiner les 
estimations de stock et celles du recrutement. 

 Proposer de nouvelles recommandations aux professionnels de la pêche et à leurs 
partenaires (e.g. industriels) pour une meilleure exploitation de ces ressources en Manche.  
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II. DESCRIPTION DE L’ESPECE ETUDIEE: SEPIA OFFICINALIS (LINNE, 1758) 

A. Généralités et classification  

Les Mollusques Céphalopodes sont présents dans tous les océans et les mers du monde, de la 

surface jusqu’aux profondeurs de plus de 7000 mètres, de la province néritique du littoral au 

domaine pélagique hauturier (Mangold and Boletzky, 1989). La classe des Céphalopodes 

comprend aujourd’hui plus de 700 espèces ayant colonisé la plupart des biotopes marins, ceci 

témoigne du succès évolutif de ce groupe. Ce dernier est subdivisé en deux sous-classes : les 

Nautiloidea, qui possèdent une coquille externe et deux paires de branchies et les Coleoidea, qui 

diffèrent de par une coquille interne et une seule paire de branchies (Jereb & Roper, 2006). Les 

deux principaux groupes de Coleoidea sont, d’une part, les octopodes (e.g. Octopus vulgaris) qui 

possèdent huit bras et d’autre part, les décapodes (e.g. Loligo forbesii) qui possèdent huit bras et 

deux longs tentacules dits « préhenseurs ». Au sein des Coleoidea décapodes, nous retrouvons la 

seiche commune Sepia officinalis L. (Tableau 1).  

 

Tableau 1 : Position systématique de Sepia officinalis Linnaeus, 1758. Illustration : www.mer-littoral.org. 

Chez les céphalopodes, le corps est constitué de deux régions principales : le céphalopodium et le 

complexe palléoviscéral. Chez la seiche, le céphalopodium se compose de la tête, des bras et de 

l’entonnoir, alors que le complexe palléoviscéral comprend la masse des viscères, le coelome, le 

manteau, la coquille, les nageoires, et les organes de la cavité palléale (Figure 1). Les branchies 

sont positionnées latéralement et symétriquement dans la cavité cœlomique du manteau. 

Embranchement: Mollusca

Classe: Cephalopoda

Sous-classe: Coleoidea

Ordre: Sepiida

Famille: Sepiidae

Genre: Sepia

Espèce: officinalis

La seiche commune, Sepia officinalis  L.
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Figure 1: Vue latérale interne d'une seiche Sepia officinalis: anatomie générale (Boyle and Rodhouse, 
2005) 

Au cours de l’évolution, la coquille des Coleoidea s’est réduite, ce qui a permis le développement 

d’un appareil locomoteur unique dans le règne animal, constitué du manteau et de l’entonnoir, 

propulsant l’animal par réaction. Ils ont pu ainsi conquérir de vastes biotopes et capturer des 

proies mobiles.  

B. Aire de distribution dans le monde 

Les espèces de sépioïdés sont toutes nectobenthiques à quelques exceptions près (e.g. Spirula ou 

Heteroteuthis). Leur distribution dans le monde est la suivante :  

- 26% des espèces sont atlantiques,  

- 61% des espèces se trouvent dans l’Indopacifique dont 15% sont limitées aux eaux 

australiennes, 

- 13% des espèces sont endémiques d’Afrique du Sud,  

- et les espèces circum-tropicales comptent pour moins d’1%.  

Dans la famille des Sepiidae, dont plus de 100 espèces appartiennent au genre Sepia, habitant le 

plateau et le talus continental et descendant rarement en dessous de 500 m, la plupart se 

trouvent dans les eaux côtières (Mangold and Boletzky, 1989). En Atlantique, il existe 5 espèces du 

genre Sepia, dont Sepia officinalis. La répartition géographique de cette dernière est étendue dans 
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l’Est de l’Atlantique, dans la mer Baltique, au Nord de l’Europe, à la limite de la Mauritanie et du 

Sénégal, au Nord de l’Afrique, ainsi que tout le bassin méditerranéen et la zone des Açores 

(Boletzky, 1983 ; Dunn, 1999 ; Guerra, 2006) (Figure 2). Cette espèce est retrouvée principalement 

sur des fonds sableux et vaseux de la zone côtière (2-3 m de profondeur) et jusqu’à 200 m de 

profondeur, avec une forte abondance dans les premiers 100 m (Guerra, 2006). 

 

Figure 2: Répartition géographique de l’espèce Sepia officinalis dans le monde (Site de la FAO, section 
Aquatic Species Map Viewer). 

Si certaines espèces de céphalopodes mènent une vie plus ou moins « sédentaire », habitant toute 

l’année un même biotope, d’autres entreprennent des migrations, soit saisonnières, soit diurnes 

ou encore, mais plus rarement, les deux. Sepia officinalis est une espèce migratrice sur toute son 

aire de répartition. En Atlantique, il s’agit à la fois de déplacements horizontaux et verticaux de 

faible envergure, comme chez les loliginidés, alors qu’en Méditerranée, la migration est 

essentiellement verticale.  



   Introduction générale  

 

8 
 

C. Cycle de vie et reproduction 

1. Cycle de vie 

La seiche a un cycle de vie d’un an dans sa zone de répartition sud et de deux ans dans les zones 

du nord. Au cours de son cycle de vie, Sepia officinalis effectuera des migrations entre les eaux 

profondes du large pour hiverner et les eaux côtières pour s’accoupler et pondre. Espèce dite 

sémelpare, les géniteurs meurent après la période de reproduction et très peu d’individus 

survivent plus de deux ans. En Manche, les populations de seiches ont un cycle de vie de deux ans 

durant lequel elles effectuent d’importantes migrations qui les éloignent des côtes en hiver (Figure 

3). Ces déplacements, qui débutent en automne vers les eaux profondes à l’ouest de la Manche, 

sont déclenchés par le refroidissement des eaux côtières ainsi que par le raccourcissement des 

journées et la diminution de l’intensité lumineuse (Boletzky, 1983 ; Boucaud-Camou et al., 1991). 

La profondeur de la fosse centrale constitue une zone d’hivernage, qui semble commune à toutes 

les seiches de Manche. A l’inverse, les migrations printanières débutent avec le réchauffement des 

eaux côtières et le retour des géniteurs vers la côte pour la reproduction. Les seiches resteront sur 

ces côtes d’avril à octobre. 

 

Figure 3 : Cycles de migrations et zones de pontes de la seiche Sepia officinalis en Manche. (Boucaud-
Camou et Boismery, 1991 ; Dunn, 1999 ; Challier, 2005) 
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Différentes aires de ponte sont décrites en Manche et sont réparties entre les zones côtières 

françaises et anglaises (Figure 3). En France, les principaux sites de ponte sont localisés dans 

l’ouest Cotentin, en Baie de Seine et autour de la Baie de Somme. Au Royaume Uni, les principaux 

sites se trouvent en Baie de Lyme, à l’Ouest ; sur les côtes du Sussex et du Kent, dans l’Est 

(Boucaud et Boismery, 1991 ; Dunn, 1999 ; Challier, 2005).  

2. Maturation sexuelle, reproduction et ponte 

La reproduction et les pontes diffèrent selon la zone de distribution de la seiche. Dans sa 

répartition sud, la maturation sexuelle se fait plus rapidement que dans la répartition nord 

puisque la reproduction et les dépôts d’œufs sont observés au bout d’un an. De plus, la période de 

ponte est plus étendue dans les régions du sud avec des dépôts d’œufs qui sont relevés toute 

l’année mais avec une plus forte concentration entre février et la fin de l’été (Guerra et Castro, 

1988). En Manche, les pontes se produisent entre avril et septembre mais les plus nombreuses 

sont surtout d’avril à juin (Boucaud et Boismery, 1991). Le cycle de vie de deux ans débute après la 

ponte. Les œufs incubent en moyenne 2 à 3 mois avant d’éclore et les pics d’éclosions sont 

observés en juillet-août (Challier, 2005). Après l’éclosion, les juvéniles vont rester sur la côte 

jusqu’à l’automne avant d’effectuer leur première migration vers le large. Leur croissance, 

débutant dans les zones côtières, se poursuit pendant l’hiver dans la zone centrale et au 

printemps, les mâles entament leur maturation sexuelle avant celle des femelles (Tableau 2). A la 

fin de leur première année de vie, très peu d’individus sont sexuellement matures (Dunn, 1999). 

Après leur séjour à la côte, les individus repartent vers le large pour leur deuxième hiver où ils 

vont continuer leur maturation sexuelle. Au printemps de leur deuxième année, les seiches sont 

donc matures, elles pourront s’accoupler et pondre. 

Tableau 2 : Croissance et maturation sexuelle des seiches Sepia officinalis en Manche (Dunn, 1999). 
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Les premiers accouplements se produisent au large dans la zone d’hivernage. Le Goff (1991) 

observe le début des accouplements, dans le secteur du Golf du Morbihan, dès le mois de janvier 

et par 60 m de fond. A cette date, 8% des femelles possèdent des spermatophores fixés dans les 

replis de la bourse copulatrice, puis leur proportion augmente pour atteindre 44% à leurs arrivées 

dans les zones de ponte côtières. Les accouplements se poursuivent après l’arrivée des géniteurs 

dans les habitats côtiers où les femelles déposent leurs œufs. Celles-ci ne vont rarement à plus de 

30 à 40 mètres de profondeur. Les œufs sont attachés à différents substrats tels que les pieds 

d’algues, les animaux sessiles (les vers tubicoles) ou encore des structures mortes (des branches 

noyées, des câbles ou des casiers) (Figure 4) (Boletzky, 1983).  

 

Figure 4 : Photos de différents supports de fixation des œufs de seiche Sepia officinalis. (Photos 
personnelles prises entre 2008 et 2011 dans les sites français). 
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La période de ponte d’une femelle dure environ deux mois (Bouchaud, 1991). Le dépôt des œufs 

ne se déroule pas de façon continue mais apparaît à intervalles de temps plus ou moins prolongés 

variant de 1 à 6 jours. Entre temps, des périodes d’inactivité reproductrice de 1 à 25 jours se 

succèdent, au cours desquelles les animaux se nourrissent mais ne déposent pas leurs œufs. Ces 

phases correspondent à des étapes de vitellogenèse plus ou moins prolongées. Par ailleurs, la 

quantité de vitellus dans les œufs évolue au cours de ces deux mois. Plus la période de ponte 

avance, plus la quantité de vitellus dans l’œuf est réduite. Cette perte de volume de l’œuf 

correspond à un état d’épuisement physiologique des femelles. Leur métabolisme ralenti ne leur 

permettrait plus de fournir, par l’intermédiaire des cellules folliculaires, la même quantité de 

vitellus qu’au début de la période de ponte (Bouchaud, 1991). De ce fait, la qualité des œufs 

pondus du printemps jusqu’en début d’été est meilleure que celle retrouvée dans les pontes 

tardives.  

D. Les stades de pré-recrues 

Les stades de pré-recrues désignent l’ensemble des stades précédents l’entrée de la nouvelle 

génération dite « recrues » dans le stock exploité. Chez la seiche, le recrutement commence à la 

fin de l’été en zone côtière avec les chalutiers côtiers et se poursuit jusqu’à l’arrivée de cette 

espèce dans l’Ouest de la Manche au niveau de la zone d’hivernage. Le recrutement de la nouvelle 

génération commence donc au début de l’automne après les stades de développement 

embryonnaire et de croissance des juvéniles sur la côte. 

1. Le développement embryonnaire  

Le développement de Sepia officinalis est un développement direct qui ne comporte pas de stade 

larvaire. A sa sortie de l’œuf, le juvénile est quasiment identique à l’adulte et commence à se 

nourrir quelques jours après l’éclosion (Perrin, 2004). Lemaire (1970) a étudié le développement 

embryonnaire de Sepia officinalis L. pour en déterminer les différents stades. Il divise alors le 

développement embryonnaire de la seiche en trois grandes périodes : la segmentation, la 

gastrulation et l’organogenèse. Ces trois périodes sont sous-divisées en 30 stades. Pour la 

segmentation, il détermine 9 stades de l’œuf fécondé (stade 1) au stade blastula (stade 9). La 

gastrulation débute au stade 10 et se traduit par l’apparition de l’anneau entomésodermique à la 

périphérie du blastoderme et se termine au stade 17 où les ébauches des organes commencent à 

s’accentuer (Figure 5). La dernière période, l’organogenèse (stade 18 – stade 30), voit la mise en 
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place des organes et le développement du juvénile. Celui-ci sera autonome après l’éclosion et 

ressemblera à une seiche adulte en miniature. Les derniers stades (25 à 30) forment une période 

de croissance et de maturation dans le développement où la longueur dorsale du manteau (LDM) 

de l’embryon augmente jusqu’ à 7 ± 1mm. Au stade 30, l’embryon est complètement développé et 

atteint le stade d’éclosion. 

 

 

Figure 5 : Schéma récapitulatif des principaux stades de développement embryonnaire chez la seiche, 
Sepia officinalis L. (Lemaire, 1970). 
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Pendant la phase de développement, l’embryon utilise le vitellus comme source d’énergie et de 

composants structuraux. La quantité de vitellus et sa qualité sont donc d’une importance majeure 

pour le succès du développement embryonnaire et la survie post-embryonnaire des juvéniles 

(Sykes et al., 2008).  

2. Croissance des juvéniles sur la côte jusqu’au début du recrutement 

La croissance des juvéniles de seiche dans les eaux côtières peu profondes est rapide. Ceci est dû 

aux conditions estivales favorables et particulièrement aux augmentations de températures de 

l’eau (Boletzky, 1983). Ces zones côtières sont aussi des nourriceries pour beaucoup d’autres 

espèces d’où leur richesse en proies pour la croissance des petites seiches (Cartron, 2012). Cette 

croissance côtière est une phase importante dans l’étude du stock recruté. En effet, les chalutiers 

ayant une taille minimale de capture des seiches, le recrutement à la pêche est donc largement 

tributaire de la taille des individus. Au cours de leur cycle de vie, le taux de croissance de ces 

animaux varie en fonction de leur localisation. La croissance est susceptible d’être similaire pour 

l’ensemble des animaux, quant ils sont regroupés dans le stock central pendant la période 

hivernale. En été, dans les zones côtières, le taux de croissance des juvéniles diffère 

significativement d’un site à l’autre (Challier et al., 2005). Les différences des taux de croissance 

sont susceptibles d’influencer l’âge au recrutement, puisque les juvéniles ayant une croissance 

rapide entreront plus tôt dans le stock recruté. 

 

III. EXPLOITATION DES SEICHES ET AUTRES CEPHALOPODES EN MANCHE 

A. Pêcherie des céphalopodes 

La pêche en Manche est caractérisée par la très grande diversité des espèces exploitées (au 

nombre de 80 environ), la multitude des activités pratiquées et le très grand nombre de navires 

exploitants. Cette diversité est liée à la structure géographique et hydrodynamique de cette zone 

maritime ouverte sur l’extérieur (Royer, 2002). Les pêcheries sont essentiellement artisanales avec 

une grande importance de la pêcherie côtière puisque la plupart des navires (73%) travaillent dans 

les zones territoriales des 12 milles (Leblond et al., 2009). Les poissons sont une ressource 

importante mais les invertébrés (crustacés, mollusques) occupent également une grande place 

dans l’exploitation des ressources marines. 



   Introduction générale  

 

14 
 

La France et le Royaume Uni sont les principaux pays exploitants les ressources maritimes en 

Manche. La côte anglaise présente cinq districts (Cornwall, Devon, Dorset, Hampshire et Sussex) et 

la côte française est divisée en treize quartiers maritimes (Douarnenez-Camaret, Brest, Morlaix, 

Paimpol, Saint-Brieuc, Saint-Malo, Cherbourg, Caen, Le Havre, Fécamp, Dieppe, Boulogne et 

Dunkerque). A ces districts et quartiers sont associés des ports avec criées et points de 

débarquements. La majorité des débarquements réalisés dans ces points proviennent de la 

Manche, surtout pour les quartiers centraux, étant donné que les navires travaillent 

principalement à proximité de leur port d’attache (Denis et Robin, 2001). Ces ports sont d’une 

grande importance puisqu’ils produisent en moyenne 40% de la production nationale française 

depuis des années (Royer, 2002 ; www.franceagrimer.fr) et 11% de la production nationale 

anglaise (Site FAO section « Fisheries and Aquaculture » : www.fao.org/fishery/countrysector).  

Depuis les années 1960, une progression nette de la production mondiale de céphalopodes a été 

constatée parallèlement au déclin des stocks de poissons démersaux. Cette augmentation est liée 

à deux phénomènes : un intérêt accru pour cette ressource et un fort accroissement de son 

abondance souvent expliqué par la diminution de la plupart des espèces de poissons exploitées (Le 

Bihan, 2006). En Manche, l’intérêt pour les céphalopodes et l’intensification de leur exploitation 

sont apparus dans les années 1980. Ce phénomène fut surtout spectaculaire pour la seiche dont la 

production s’est élevée très rapidement de façon exponentielle. En effet, il a été constaté au 

début de cette période une très forte augmentation de l’abondance des seiches. A partir de 1985, 

en réponse à cette abondance croissante, au déclin des productions de poissons et à l’apparition 

d’une forte demande extérieure, la pêche de la seiche est encouragée par une valorisation de ce 

produit. Pour les calmars, le phénomène fut moins marqué mais l’origine de l’exploitation est 

semblable (Royer, 2002). 

L’origine de l’exploitation des céphalopodes en Manche est donc la résultante de deux 

phénomènes : la baisse de production des poissons démersaux dans cette zone et l’accroissement 

significatif de l’abondance des céphalopodes exploitables et de leur marché vers l’extérieur. 
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B. Exploitation de la seiche en Manche 

1. Principaux engins de pêche et saisonnalité 

L’exploitation de la seiche, aussi bien britannique que française, présente un schéma saisonnier 

très marqué (Figure 6), lié aux phénomènes de migrations de l’espèce et à la saisonnalité de 

l’abondance (Denis et Robin, 2001). A la fin de l’été, les juvéniles (mesurant 6-8 centimètres) et les 

sub-adultes (âgés d’un an et plus) sont capturés dans les zones côtières majoritairement par les 

chalutiers de fond. En automne, la seiche est exploitée intensément par les chalutiers de fond et 

les chalutiers à perche pendant leur migration vers les zones hauturières d’hivernage. En hiver, les 

captures sont peu nombreuses et exclusivement réalisées par les chalutiers de fond et à perche 

hauturiers. Enfin, au printemps, cette espèce est de nouveau pêchée par les chalutiers de fond 

près des côtes, les adultes en particulier sont ciblés par les caseyeurs. 

 

Figure 6: Saisonnalité des apports bas-normands de seiches Sepia officinalis en pourcentage annuel 
(source : www.ifremer.fr/envlit/region/basse-normandie). 

 

2. Pays exploitants et proportionnalités 
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(Figure 7-A). Dans les divisions VIId et VIIe du Canal de la Manche, les principaux pays exploitants 

la seiche sont la France, la Grande Bretagne, la Belgique, l’Ecosse et les Pays Bas (Figure 7-B) ; la 

France et la Grande Bretagne étant les deux principaux pays exploitants. La production française 

de seiches en Manche est de l’ordre de 8 500 tonnes (soit prêt de 77% de la production française 

sur l’ensemble des divisions CIEM) et celle de la Grande Bretagne de l’ordre de 3 200 tonnes (soit 

prêt de 93% de sa production dans les divisions CIEM). L’exploitation de la seiche dans l’espace 

Manche est donc primordiale pour ces deux pays. Cette exploitation peut représenter jusqu’à 35% 

du chiffre d’affaire des chalutiers côtiers au printemps (Le Bihan, 2006). 

C. Variabilité interannuelle dans le stock 

L’importante production de seiches en Manche par les flottilles françaises et anglaises est soumise 

néanmoins à une forte variation interannuelle (Figure 7-B). Selon les données du CIEM, entre 2000 

et 2011 (années 2009 et 2010 exclues du fait de données manquantes des débarquements 

français), l’exploitation de la seiche varie entre 8 000 et 18 000 tonnes pêchés par an. Ces 

variations sont aussi observées sur l’ensemble des divisions CIEM où la production varie entre 15 

000 et 30 000 tonnes (Figure 7-A).  
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Figure 7 : Total des débarquements annuels de seiches Sepia officinalis (tonnes) par pays exploitants. A- 
Débarquements dans toutes les divisions du CIEM ; B- Débarquements en Manche : divisions VIId et VIIe 
du CIEM (D’après le rapport du CIEM « ICES WGCEPH Report 2012 ») 
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IV. OBJECTIFS DE LA THESE 

La compréhension des fluctuations d’abondance des populations marines implique la recherche 

des mécanismes affectant le renouvellement des classes exploitées par l’entrée dans la pêcherie 

des juvéniles appelés recrues. Le recrutement au sens halieutique désigne à la fois le phénomène 

de l’arrivée des juvéniles dans le stock et l’effectif des recrues (Laurec et Leguen, 1981). 

Comprendre le déterminisme des fluctuations du recrutement est donc une étape clé pour l’étude 

de tels stocks et leur gestion à long terme. Espèces à croissance rapide et à durée de vie courte, les 

céphalopodes sont hautement sensibles aux conditions environnementales et aux changements à 

l’échelle spatio-temporelle. Ils répondent aux variations environnementales en migrant vers des 

zones aux conditions plus favorables d’une part pour s’alimenter et se reproduire ; et d’autre part, 

pour la survie et la croissance qui varient en fonction des conditions rencontrées (Pierce et al., 

2008). Les variations observées, dans les pêcheries de seiches en Manche, ne sont donc pas un cas 

isolé. Au vu de leurs particularités biologiques, l’état du stock et son exploitation reposent 

directement sur le succès du recrutement.  

Les effets de l’environnement sur les jeunes stades de développement pourraient affecter la 

distribution et l’abondance du stock exploité (Pierce et al., 2008). La température de l’eau, la 

salinité, l’oxygénation, la photopériode font parties d’une multitude de facteurs 

environnementaux pouvant influencer des paramètres biologiques tels que la durée de la 

croissance embryonnaire et post-embryonnaire mais aussi le taux d’éclosion et de survie des 

juvéniles (Lemaire, 1970, Bouchaud, 1991 ; Blanc, 1998 ; Koueta et Boucaud-Camou, 2003 ; 

Boletzky, 2006). De plus, des facteurs biotiques tels que la biodisponibilité des proies et leur 

qualité vont jouer sur la croissance et la survie des juvéniles (Domingues et al., 2001 ; Correia et 

al., 2008). Jusqu’à présent, l’étude de la relation entre les variations du recrutement et les 

premiers stades de développement des seiches dans les frayères côtières a été peu abordée. En 

Manche, l’âge au recrutement est de 3 à 4 mois post-éclosion (Challier et al., 2005) et un pic 

d’abondance de ces nouvelles recrues est relevé en automne lors de la migration des seiches vers 

le large (Royer et al., 2006). Une variabilité spatio-temporelle a été observée dans la croissance 

des pré-recrues due aux facteurs environnementaux locaux (Challier et al., 2005). Cependant, très 

peu de données existent sur la variabilité spatio-temporelle des taux d’éclosion et de survie des 

nouveau-nés. De même, la relation entre les conditions d’incubation dans une zone géographique 

donnée et les caractéristiques des juvéniles ainsi que leur performance à l’éclosion sont rares. 



   Introduction générale  

 

19 
 

Dans le cadre du projet CRESH, notre travail s’est concentré sur les premiers stades de 

développement de la seiche (i.e. œufs et juvéniles) dans les zones côtières. Dans un premier 

temps, nos recherches se sont focalisées sur les variabilités spatiale et interannuelle des 

conditions environnementales au cours de la période d’incubation des œufs et son influence sur 

les caractéristiques biologiques des juvéniles (e.g. taux d’éclosion, taux de croissance). Puis, dans 

un second temps, nous avons étudié les performances physiologiques (e.g. maturation du système 

digestif) des juvéniles issus de ces œufs.  

De la ponte au mois d’avril jusqu’à la migration automnale des nouvelles recrues, l’incubation des 

œufs ainsi que la croissance des juvéniles vont être sous l’influence directe des conditions 

rencontrées dans les zones côtières anglaises et françaises. C’est pourquoi il est essentiel de bien 

connaître ces habitats ainsi que les caractéristiques des œufs et des juvéniles issus de ces sites afin 

de mieux comprendre leur contribution respective au stock de seiches recrutées en Manche. 

Les résultats présentés dans cette thèse ont permis non seulement de mieux comprendre le rôle 

de l’environnement au cours des premiers stades de vie des seiches mais aussi d’établir des fiches 

descriptives des caractéristiques des œufs et des juvéniles en fonction de leur site de provenance. 

Ce travail a également permis de développer de nouveaux outils permettant une meilleure 

approche des performances physiologiques des juvéniles. Ces données sont prises en compte dans 

l’étude de la contribution de ces sites de ponte au stock de seiches recrutées et permettent de 

comprendre le rôle joué par ces différentes frayères. Ce manuscrit s’articule autour de 4 axes 

différents qui font l’objet de 4 chapitres. 

 Dans le premier chapitre, nous avons étudié les taux d’éclosion des œufs, les taux de survie 

des juvéniles et leur performance de croissance en fonction des sites de provenance. Deux 

approches ont été développées : une expérimentale où la croissance des juvéniles est 

étudiée en milieu contrôlé, et l’autre en milieu naturel avec la collecte de pré-recrues. 

 

 Dans le deuxième chapitre, nous nous sommes intéressés à la maturation du système 

digestif des juvéniles en fonction de leur site de provenance. Ce travail explore la mise en 

place des enzymes digestives au cours du premier mois post-éclosion, ainsi que le 

développement de la glande digestive par la résorption du vitellus interne, et la 

multiplication des cellules digestives qui forme la glande digestive mature. 
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 Dans le troisième chapitre, nous avons adapté les techniques de dosage de trois enzymes 

immunitaires (les antiprotéases, les lysozymes-like et le complexe phénoloxydase – 

prophénoloxydase) chez les juvéniles de seiche. Ensuite, nous avons utilisé ces techniques 

pour étudier le système immunitaire des juvéniles en fonction des sites de ponte et des 

années de suivi. 

 

 La dernière partie a porté sur la qualité des œufs et des juvéniles en fonction des sites de 

ponte. Ceci nous a permis d’intégrer : le rôle du transfert maternel sur la qualité du vitellus, 

le rôle des facteurs environnementaux sur la qualité des juvéniles à l’éclosion, ainsi que la 

relation qualité proies/qualité pré-recrues du milieu naturel. 
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I. INTRODUCTION 

A. Adaptation des céphalopodes aux contraintes environnementales 

1. Ecophysiologie et adaptation 

L’écophysiologie est la science qui étudie l’adaptation physiologique des organismes à leur 

environnement. Les organismes se caractérisent par leur environnement d’autant qu’ils y sont 

adaptés. La forme, la taille, le mode alimentaire, la défense contre les prédateurs, les 

caractéristiques de reproduction et du développement reflètent tous le succès des anciennes 

étapes de « l’adaptation » (Boletzky, 1997). Les répartitions géographiques actuelles des 

céphalopodes ne peuvent être expliquées qu’à partir des rapports entre les organismes et un 

environnement donné (biogéographie écologique), rapports considérés ensuite à la lumière d’une 

biogéographie historique qui intègre la phylogénie des taxons concernés avec l’histoire géologique 

de leur aire de répartition (Boletzky, 1999). De la somme totale des traits observés chez une 

population, des traits acquis au cours de l’ontogenèse, résulte le phénotype de cette population 

ou de cette espèce sous des conditions environnementales données. Si ces conditions varient, des 

phénotypes différents peuvent être exprimés pour un même génotype. Néanmoins, les variations 

de phénotype restent limitées par ce génotype transmis par les générations précédentes. Ainsi, 

l’adaptation semble fonctionner avec un jeu limité de phénotypes possibles, dont chacun est la 

combinaison de l’expression génotypique et du contrôle épigénétique par des facteurs physico-

chimiques (Boletzky, 1997).  

2. Les contraintes du développement, l’hétérochronie et les stratégies adaptatives 

Boletzky (1997) propose dans sa revue une discussion sur les tailles des juvéniles chez les 

céphalopodes. L’auteur se base sur des connaissances, des observations personnelles et sur des 

citations d’auteurs spécialisés dans la biologie du développement. Les tailles des juvéniles des 

mollusques céphalopodes vont de 1 mm à plus de 30 mm selon l’espèce. Le nombre de petits par 

femelle est de 102 à 106. Pour donner une explication potentielle à ces variations acquises au cours 

de l’évolution, Boletzky (1997) revient sur des concepts fondamentaux. Le premier concept se 

rapporte aux contraintes de développement qui révèlent les limitations de l’évolution. Ces 

limitations, selon les différents auteurs, peuvent être aussi bien au niveau moléculaire, au niveau 

cellulaire qu’au niveau de l’organisme entier (Tableau 3).  
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Tableau 3 : Recueil littéraire du concept des contraintes développementales décrites par différents 
auteurs. (Tableau récapitulatif selon Boletzky, 1997). 

 

Les céphalopodes sont marqués par des contraintes physiologiques sévères. Si certaines espèces 

peuvent survivre, par exemple, à des faibles niveaux de salinité, même les plus tolérantes ont des 

limites de capacité d’osmorégulation, ce qui les empêchent de coloniser des sites avec des 

salinités inférieures à 16 psu (pratical salinity unit) (Boletzky, 2003). Le deuxième concept 

concerne l’hétérochronie (Tableau 4). Ce terme désigne les variations dans les vitesses de 
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développement pouvant donner lieu à de nouveaux phénotypes avec une significativité adaptative 

et donc une évolution dans l’espèce.  

Tableau 4 : Recueil littéraire du concept d’hétérochronie décrit par différents auteurs. (Tableau 
récapitulatif selon Boletzky, 1997). 

 

La forme la plus simple d'hétérochronie apparaît lors du développement d'un organe chez deux 

embryons d'une même portée, qui sont rarement exactement identiques. De telles variations dans 

la vitesse de croissance des organes peuvent laisser ou non des traces aux stades plus avancés du 

développement. Ils reflètent la flexibilité des interactions, entre les cellules embryonnaires et les 

complexes cellulaires, qui sont essentiellement de nature épigénétique. Le troisième concept sur 

les stratégies d’adaptation (Tableau 5) présente l’adaptation des complexes à leur environnement. 

Tableau 5 : Recueil littéraire du concept stratégie adaptative décrit par Steams (1992). (Tableau 
récapitulatif selon Boletzky, 1997). 
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3. Les interactions environnementales 

Les céphalopodes sont très sensibles aux conditions environnementales et aux changements 

spatio-temporels. Ils répondent aux variations environnementales de manière « active » (par les 

migrations vers des sites avec des conditions plus favorables pour la reproduction et la ponte) et 

« passive » (migrations passives générées par les courants dominants). Les effets 

environnementaux exercés sur les premiers stades de développement peuvent affecter les 

caractéristiques de toute une vie (taux de croissance et de maturation) ainsi que la distribution et 

l’abondance (Pierce et al. 2008). Les processus, tant à grande échelle, tels que les processus 

atmosphériques et océaniques, qu’à échelle locale, tels que les variations environnementales, 

semblent jouer un rôle important dans les interactions environnement-espèce (Pierce et al. 2008). 

Les courants marins ainsi que les processus atmosphériques sont nombreux dans les zones 

mondiales de répartition des céphalopodes (les moussons indiennes, le Gulf-Stream, les courants 

internes en mer Méditerranée). Ces processus à grande échelle sont couplés à des processus à 

échelle locale tels que la température de l’eau, la salinité ou encore la disponibilité de 

l’alimentation qui définissent des variations dans des populations d’une même espèce, reflétant 

leur adaptation au milieu.  

4. Formation de sous-populations d’une espèce donnée : cas de la seiche Sepia 

officinalis 

La formation de sous-populations ou la structuration de la population d’une espèce donnée a 

souvent été expliqué par deux facteurs majeurs qui sont les barrières physiques de dispersion 

et/ou l’isolation par la distance (Pérez-Losada et al., 2007). Les changements du niveau de la mer 

et du climat durant les glaciations Pléistocènes, causèrent des isolations physiques de certaines 

zones marines. De même les barrières hydrographiques actuelles, pour l’expansion des flux 

génétiques, ont souvent été proposées comme agents majeurs soulignant la structuration des 

populations d’espèces données (Pérez-Losada et al., 2007). Ces structurations touchent 

l’ensemble des classes d’animaux marins y compris les céphalopodes tels que la seiche. Sepia 

officinalis a une large distribution allant de la mer Baltique au Nord, jusqu’à la limite de la 

Mauritanie-Sénégal au Sud et dans toute la mer méditerranée (Guerra, 2006). Une fragmentation 

génétique de cette espèce est observée à faible échelle (e.g. entre population Est et Ouest 

méditerranée-AEIO/WMDE) (Figure 8) et à plus grande échelle (e.g. entre la population du Canal 

de La Manche et la population mauritanienne-ENCH/MAUR) (Pérez-Losada et al., 2007). 
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Figure 8 : Figure représentant la distribution de Sepia officinalis dans le monde et différentes sous-
populations en mer Méditerranée et en Atlantique Nord-Est. AEIO : Mers Egée et Ionienne, EMED : Est 
Méditerranée, ENCH : La Manche, MAUR : Mauritanie, VENI : Venise, WMED : Ouest Méditerranée. Les 
traits pointillés en noir représentent d’anciennes barrières physiques. (Sous populations d’après Pérez-
Losada et al., 2007, Image prise du site de la FAO, section Aquatic Species Map Viewer). 

5. La population de seiche en Manche 

La population de seiche en Manche « ENCH » (Figure 8) appartient à une même sous-population 

génétique (Morritt et Shaw, 2012) qui varie peu des populations de l’Atlantique Nord (Pérez-

Losada et al., 2007). Les différences présentes dans ces populations nécessitent donc de se 

pencher sur les facteurs environnementaux pour comprendre leur impact sur les populations 

locales. 

 

B. Bio-écologie du développement des jeunes stades de vie de Sepia officinalis 

1. Caractéristiques bioécologiques étudiées 

Les facteurs écologiques se subdivisent en deux groupes : les facteurs hydrologiques (la 

température, la salinité, l’oxygénation de l’eau) et les facteurs édaphiques (la profondeur, la 

granulométrie, l’hydrodynamisme du milieu) (Blanc, 1998). Les facteurs environnementaux varient 

selon le lieu étudié et selon les espèces étudiées. Pour les espèces mobiles pélagiques, les 
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conditions océanographiques ont un impact significatif dans les interactions espèces-

environnement, alors que les espèces démersales et benthiques sont plus dépendantes des 

caractéristiques physiques de leur habitat (le substrat, la bathymétrie etc.). Cependant, pour 

certaines espèces migratrices, et selon le stade de leur cycle de vie, la combinaison de ces facteurs 

peut évoluer. 

Les facteurs abiotiques, connus pour avoir des effets sur la croissance des céphalopodes, sont la 

température, la salinité, l’oxygène et la lumière ou photopériode (Forsythe et al., 2002). 

L’amplitude des écarts de salinité peut être assez variable d’un site à l’autre et d’une année à 

l’autre (Blanc, 1998). Le débit des rivières (volume d’eau déversé dans la mer), la pluviométrie et 

les courants marins jouent sur le degré de salinité. Des variations de température dans une même 

région géographique peuvent aussi être observées. Ces variations influencent les populations 

locales telles que les céphalopodes qui sont des organismes poïkilothermes. Ils réagissent 

instantanément à des hausses de température en augmentant leurs activités métaboliques ainsi 

que leurs performances, y compris les taux d’ingestion et de croissance (Domingues et al., 2001). 

La température est donc un facteur primordial dans la croissance des juvéniles mais joue aussi un 

rôle dans la durée d’incubation des œufs (Lemaire, 1970) comme la salinité qui peut influencer la 

durée d’incubation (Blanc, 1998). La turbidité et la lumière vont interagir étant donné que le degré 

de turbidité de l’eau va modifier la luminosité disponible pour les organismes marins. Cette 

luminosité contribue au développement, à la maturation et au cycle de vie de plusieurs espèces 

marines. Tous ces facteurs abiotiques vont agir sur la faune et la flore qui constituent les 

principaux facteurs biotiques définissant une niche écologique.  

2. Influence de différents facteurs abiotiques  et anthropiques sur le développement 

embryonnaire et la croissance des juvéniles de seiche 

Température 

La durée d’incubation des œufs de seiche est très sensible aux variations de température de l’eau 

de mer dans laquelle les pontes sont maintenues (Lemaire, 1970, Boletzky., 1983). Le 

développement embryonnaire devient de plus en plus rapide avec l’augmentation des 

températures, avec pratiquement 150 jours d’incubation à 12°C contre 52 jours à 17°C. Le 

pourcentage d’éclosion ainsi que la durée de la phase d’éclosion diminuent avec l’augmentation 

de la température (Bouchaud, 1991 ; Blanc 1998) (Tableau 6). La longueur du manteau dorsal 
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(LDM) et le poids des nouveau-nés sont affectés par la vitesse de développement. A 20°C, la LDM 

est de 7,6 mm et le poids est de 0,19 g alors qu’à 16°C la LDM est de 8,2 mm et le poids de 0,24 g 

(Tableau 6) (Blanc, 1998). L’augmentation de la température d’incubation va aussi jouer sur la 

consommation du vitellus au cours du développement embryonnaire. A 15°C, les embryons 

consomment 78% de leur vitellus alors qu’à 24°C, seul 26% du vitellus est consommé (Bouchaud et 

Galois, 1990). Aux limites inférieures et supérieures de température, l’incidence des 

malformations augmente substantiellement (Boletzky, 2003). En effet, le pourcentage d’éclosion 

est optimale jusqu’à 20°C mais au-delà, le taux d’éclosion chute drastiquement. De même, aucune 

éclosion n’est observée à 10°C (Bouchaud, 1991). Finalement, la température d’incubation des 

œufs joue sur le développement embryonnaire et sur la maturation post-embryonnaire des 

juvéniles de seiches (Dickel et al., 1997).  

Différents auteurs ont travaillé sur l’effet de la température sur la croissance des seiches aux 

premiers stades post-éclosion (Forsythe et al., 2002 ; Grigoriou et al., 2004). La hausse des 

températures de l’eau s’accompagne d’une augmentation de la croissance des juvéniles avec une 

augmentation du taux d’ingestion, du taux de conversion et du taux de croissance instantané, due 

à l’augmentation de leur niveau métabolique (Tableau 6). Ces auteurs ont aussi montré une 

influence positive de l’augmentation de la température de l’eau sur la survie des jeunes seiches. 

Salinité 

Blanc (1998) a testé l’effet de différentes salinités sur le développement des œufs ainsi que sur les 

caractéristiques des nouveau-nés de seiche. Cet auteur a remarqué que plus les taux de salinité 

sont élevés, dans la gamme de 30 à 36 psu, plus la durée d’incubation des œufs était réduite, avec 

un pourcentage d’éclosion plus élevé (Tableau 6). Palmegiano et d’Apote (1983) ont aussi noté un 

effet inhibiteur de la salinité qui est inversement proportionnel au pourcentage d’éclosion. Ces 

auteurs ont testé une large gamme de salinité (23-33 psu) et ont observé qu’aucune éclosion ne se 

produisait à 23 psu, 4.5 % d’éclosion à 25 psu et 96.5 % d’éclosion à 33 psu. Blanc (1998) a noté 

que la salinité a aussi un effet sur la durée de la période d’éclosion qui est réduite aux fortes 

salinités. De plus, cet auteur a relevé que la taille et le poids des nouveau-nés sont inversement 

proportionnels au pourcentage de salinité. Blanc (1998), a aussi testé deux salinités (30 et 35 psu) 

sur le taux de survie des juvéniles et a observé une plus importante survie à la plus forte salinité.  
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Tableau 6 : Tableau récapitulatif des influences de la température, de la salinité et de la photopériode sur 
différents paramètres biologiques des premiers stades de vie de la seiche Sepia officinalis. Les flèches 
indiquent l’augmentation ou la diminution du paramètre biologique. Le trait indique une absence de 
donnée ou d’effet (Références : Lemaire, 1970 ; Bouchaud, 1991 ; Blanc, 1998 ; Forsythe et al., 2002 ; 
Koueta et al., 2003 ; Grigoriou et al, 2004 ; Basuyaux, 2010).  
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Photopériode 

La photopériode ne semble pas avoir d’impact sur le développement embryonnaire ni sur les 

caractéristiques des juvéniles à l’éclosion (Boucaud, 1991). Cependant, Koueta et al. (2003) ont 

travaillé sur l’effet de la lumière sur la survie et la croissance des juvéniles. Ces auteurs ont montré 

que les juvéniles de seiche élevés à faible luminosité (8h par jour) présentent un taux de survie et 

de croissance plus bas, ainsi qu’un faible gain relatif de poids par rapport à ceux élevés avec 12 ou 

16h de lumière par jour (Tableau 6). La photopériode joue donc un rôle important dans la survie et 

la croissance des juvéniles. 

L’oxygénation de l’eau  

L’oxygène est un facteur déterminant chez les céphalopodes, autant au niveau du développement 

embryonnaire qu’au niveau du métabolisme de croissance aux stades post-éclosion. Les 

céphalopodes présentent les plus forts taux de métabolisme aérobie des invertébrés marins 

(Boyle and Rodhouse, 2005) et ce facteur permet d’expliquer, en partie, la distribution 

géographique et bathymétrique des espèces. Les estimations comparatives du métabolisme des 

céphalopodes, vivant dans les profondeurs, montrent une baisse des taux métaboliques, résultant 

de la diminution de la disponibilité d’oxygène et de la baisse de la demande de comportement 

énergétique (Boyle and Rodhouse, 2005). La consommation d’oxygène varie selon les groupes. Elle 

est de l’ordre de 100 à 500 ml O2.Kg-1.h-1 chez les calmars et de 10 à 100 ml O2.Kg-1.h-1 chez les 

poulpes (O’Dor et Wells, 1987 ; Wells et Clarke, 1996). Chez la seiche, les valeurs minimales 

relevées sont de l’ordre de celles décrites pour les poulpes (Boyle and Rodhouse, 2005). Quant au 

développement embryonnaire, l’embryon se développe normalement quand la concentration en 

oxygène de l’eau est proche de la saturation (Boletzky, 2006). De plus, ce paramètre est considéré 

comme facteur clé conduisant à l’éclosion des œufs (Gutowska et al., 2009) quand les 

concentrations du liquide périvitellin chutent dans la dernière phase de croissance embryonnaire. 

Facteurs anthropiques : cas des métaux lourds  

Les éléments traces, dits métaux lourds, sont pour la plupart d’entre eux nécessaires à la vie à 

faible dose, classés comme étant essentiels, puisqu’ils rentrent dans la structure de certaines 

molécules. Tel est le cas pour le zinc (Zn), le manganèse (Mn), le cobalt (Co), le cuivre (Cu) et le 

sélénium (Se). Ils peuvent cependant se révéler très nocifs en quantités importantes. D’autres ne 
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sont pas essentiels mais toxiques comme le cadmium (Cd) et le mercure (Hg). La présence de ces 

éléments dans le milieu marin est due aux rejets de diverses activités industrielles (e.g. industrie 

nautique) et peuvent avoir une incidence directe sur les organismes marins, tels que sur les œufs 

de seiche, principalement dans les zones côtières. Chez Sepia officinalis, l’enveloppe de l’œuf 

protège l’embryon pendant le premier mois du développement mais cette protection se réduit 

puisque la perméabilité de l’enveloppe augmente. Une accumulation de Hg, Cs, Zn, Mn ou de Co à 

partir du 30ème jour du développement embryonnaire est observée chez la seiche. Ces métaux 

sont accumulés dans l’embryon jusqu’à l’éclosion (Lacoue-Labarthe, 2008a, 2009, 2010a). De plus, 

certains métaux peuvent aussi être transférés de la mère à l’œuf. L’Ag, le Se et le Zn sont 

transférés dans le vitellus des œufs puis se retrouvent progressivement dans l’embryon qui se 

développe (Lacoue-Labarthe et al., 2008b). Les effets de ces métaux peuvent être divers parfois 

même antagonistes en fonction des concentrations. Plusieurs d’entre eux semblent avoir des 

effets perturbateurs sur le métabolisme, notamment au niveau des activités enzymatiques 

digestives. Le Cd inhibe l’activité des cathepsines au cours du développement embryonnaire 

(Lacoue-Labarthe, 2010b), de même que le Zn (en grande quantité) et l’Ag au niveau des activités 

enzymatiques (i.e. trypsine et cathepsines) des cellules de la glande digestive de seiche adulte en 

condition in vitro (Le Bihan et al., 2004). 

 

3. Influence des facteurs biotiques sur la croissance des juvéniles 

Les facteurs biotiques représentent l’ensemble des interactions du vivant dans un écosystème. Il 

s’agit des ressources alimentaires et des relations trophiques mais aussi des phénomènes de 

compétition et de parasitisme. Parmi ces facteurs, le régime alimentaire et la compétition sont des 

paramètres importants, pouvant affecter la croissance des juvéniles de seiche. Pinczon du sel et al. 

(2000) ont étudié le contenu stomacal de la population de seiche, pendant son cycle de vie, au 

Nord de la Baie de Gascogne. Ces auteurs ont montré que le régime alimentaire des seiches se 

compose de poissons, de crustacés et de céphalopodes avec une présence d’algues. Les 

pourcentages de ces différentes espèces dans l’alimentation varient en fonction de l’âge des 

seiches, de leur localisation et suivant la période de l’année. Les seiches ayant des cycles annuels 

de migrations, ont une disponibilité des espèces « proies » qui varient selon leur localisation. Cette 

approche permet de comprendre la nutrition de l’espèce dans son environnement naturel. 

D’autres auteurs ont travaillé sur les effets spécifiques de certaines proies sur le métabolisme de 
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croissance et de survie des seiches. Domingues et al. (2001) ont étudié les effets de deux espèces 

de crustacés : Artemia sp. et Paramysis nouvelli sur la croissance et la survie des juvéniles de 

seiches (Tableau 7). Ces auteurs ont utilisé ces proies comme base alimentaire pendant les 20 

premiers jours post-éclosion puis ont changé afin d’obtenir une base alimentaire unique 

constituée de crevettes (Paleomonetes varians), pour les deux lots jusqu’à la fin de l’expérience. 

Après 20 jours, la moyenne des poids des deux lots de juvéniles présentait une différence très 

significative. Les seiches nourries avec des Artemia sp. avaient un poids moyen de 0,48 ± 0,15 g 

alors que celles nourries avec Paramysis nouvelli avaient un poids significativement supérieur 

(1,47 ± 0,12 g). Cette différence a subsisté jusqu’à la fin de l’expérience, à 120 jours d’élevage, 

même en ayant changé pour un aliment unique. Ces auteurs ont conclu que la croissance des 

seiches est hautement affectée par la base alimentaire des juvéniles, pendant la phase 

exponentielle de croissance, et que les différences de croissance durant cette phase affecte la 

croissance durant tout le cycle de vie des seiches. Le taux de survie des juvéniles est plus 

important chez ceux ayant une bonne croissance dans la première phase de vie post-éclosion. 

Donc la disponibilité de certaines proies dans un milieu affecte la croissance de la population 

locale de seiche.  

Tableau 7 : Effets de la qualité nutritionnelle de proies (différentes espèces ou différents états 
physiologiques) sur la croissance (TCI: Taux de croissance instantanée (% poids seiche/jour)), le taux 
d’ingestion (TI, % poids seiche/jour) et la survie (TS, %) des seiches Sepia officinalis L. n= le nombre de 
seiches étudiées, Pg = le poids en gramme des seiches au jour 20 de prélèvement (J20) et au jour 120 
(J120). N : Paleomonetes naturelle, J : Paleomonetes ayant jeûné, E : Paleomonetes enrichie (D’après 
Domingues et al., 2001 et Correia et al., 2008) 

 

30 Artemia sp. 0,48 ± 0,15 74 ± 14 2.7 - 67

30
Paramysis 

nouvelli
1,47 ± 0,12 126 ± 23 7.6 - 90

90
Paleomonetes 

varians (J.)
- - 2,8 ± 1 9 ± 1,6 99

90
Paleomonetes 

varians (N.)
- - 3,3 ± 1,1 9,3 ± 2,4 100

90
Paleomonetes 

varians (E.)
- - 4,9 ± 0,5 15,5 ± 0,9 98

Domingues et 

al. (2001)

Correia et al. 

(2008)

TCI (%) TI (%)Pg (J120) TS (%)Auteurs n Aliment Pg (J20)
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Cependant, l’état du milieu jouerait aussi un rôle. Pour une même espèce de proie, selon son état 

physiologique, celle-ci peut affecter la croissance de la seiche. Correia et al. (2008) ont étudié 

l’effet de la qualité nutritionnelle d’un crustacé (Paleomonetes varians) sur la croissance des 

juvéniles. Ces proies étaient divisées en trois lots. Avant d’être donnés aux juvéniles, un premier 

lot (N) était directement prélevé du milieu naturel, un deuxième lot (J) était mis à jeun pendant 5 

jours et un dernier lot (E) était enrichi. Ces auteurs ont observé que la croissance des juvéniles 

était significativement affectée par l’état physiologique des proies. Les taux de croissance 

instantané (TCI) ainsi que les taux d’ingestion (TI) des proies N et E chez les juvéniles étaient 

supérieurs à ceux des proies J (Tableau 7).  

La compétition entre individus est le deuxième facteur biotique étudié. Les seiches ne sont ni 

solitaires ni très sociales (Forsythe et al., 2002). Les juvéniles vivent dans la nature sur des 

substrats très hétérogènes. On trouve des substrats de pierre, de débris de carapaces, de sable et 

différents mélanges. La composition du substrat est importante puisque les seiches en général s’y 

enfouissent pendant la journée et chassent les proies dans la colonne d’eau durant la nuit (Sykes 

et al., 2003). Mais mise à part la nature du substrat, la densité de populations des seiches d’un 

milieu donné est primordiale. Cette densité joue sur la compétition entre les individus. Les 

interactions sociales peuvent influencer la croissance et les conditions de vie, entre la 

biodisponibilité des proies et la compétition entre les juvéniles, amenant à des mortalités 

prématurées (Sykes et al., 2003).  

Différents auteurs se sont penchés sur l’étude des densités limites pour une bonne survie et une 

bonne croissance des juvéniles (Figure 9). Le TCI des jeunes seiches (< 40 jours post-éclosion) n’est 

pas affecté par les fortes densités, allant jusqu’à 1544 seiches par m2, néanmoins elles étaient 

particulièrement stressées dans les élevages aussi bien isolés que surpeuplés. Cependant, une 

corrélation positive entre la densité de population et le taux de survie a été observée. Sykes et al. 

(2003) ont indiqué que les densités ne devaient pas excéder 500 seiches par m2 avec une surface 

de fond d’au moins 600 cm2. Forsythe et al. (2002) ont trouvé que les densités, de 400 seiches par 

m2 qui approche des limites supérieures, ont un impact sur la survie et l’alimentation des juvéniles. 

Néanmoins, ces observations concernent les seiches dans leur premier mois post éclosion. En 

effet, entre le 40ème jour post-éclosion et l’âge adulte, la densité de population semble avoir plus 

d’impact sur le TCI. Les densités de seiche au m2 doivent être inférieures à celles des premiers 

stades (Sykes et al., 2003). Correia et al. 2005 trouve un impact, avec une densité de 76 
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seiches/m2, sur le TCI à partir du 40ème jour mais n’en trouve pas sur le TS(%). Finalement, un effet 

positif de la densité est observé sur la fertilité au moment des pontes avec des taux d’éclosion plus 

importants lorsque la densité des femelles est plus forte. En revanche, les fortes densités induisent 

une baisse de fécondité soit moins d’œufs déposés par femelle (Correia et al., 2005). 

 

 

Figure 9 : Effets de la densité de seiches Sepia officinalis en culture par m2 sur leur croissance et leur 
survie. TC : taux de conversion (%), TCI : taux de croissance instantanée (% poids seiche / jour), TI : taux 
d’ingestion (% poids seiche/jour), TS : taux de survie (%). (D’après les résultats de Domingues et al. 2003, 
Sykes et al. 2003, Correia et al, 2005). 
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C. Croissance des seiches aux premiers stades de vie  

La croissance peut être étudiée de différentes manières, dont par l’étude de la fréquence de taille 

qui peut être appliquée chez la seiche (Challier, 2005 ; Royer, 2006). Mais la plupart des auteurs 

soulignent la nécessité d’être prudent dans l’interprétation de ces données, principalement en 

raison des fréquences de taille qui sous-estiment la croissance, due fait de la variabilité des tailles 

à un âge donné (Caddy, 1991). De plus, cette méthode est difficilement applicable à de très jeunes 

seiches dans le milieu naturel. Challier et al. (2005) ont combiné cette méthode avec la 

détermination de l’âge des individus par la méthode des statholithes. Ces auteurs ont pu 

déterminer des taux de croissance de pré-recrues dans différentes régions mais avec des individus 

âgés au minimum d’une trentaine de jour. Cette estimation de taux de croissance couvrait des 

âges compris entre 30 et 90 jours post-éclosion. Des indices biochimiques ont été développés afin 

d'estimer le taux de croissance des animaux du milieu naturel. Les indices biochimiques les plus 

couramment utilisés : le taux protéique et les acides nucléiques servent à déterminer la croissance 

somatique de l'animal par l'évaluation de la synthèse protéique. Clarke et al. (1989) ont montré 

qu'il existait une relation entre ARN/ADN et taux de croissance chez des juvéniles de Sepia 

officinalis.  Cependant, Pierce et al. (1999) estiment que le taux de protéines est préférable au 

taux d'ARN ou au rapport ARN/protéines en tant qu'indice de croissance, car il est corrélé à la 

nutrition à court-terme. Moltschaniwskyj et Jackson (2000) abondent en ce sens en montrant que 

le rapport ARN/protéines n'est pas adapté pour estimer le passé nutritionnel chez Sepia elliptica et 

Sepioteuthis lessoniana. D’autres indices biochimiques ont été développés. Koueta et al. (2000) 

ont montré que l'ATCase peut  servir d'indice de croissance instantanée chez les jeunes seiches 

dont l'âge ne dépasse pas 40 jours. Perrin (2004) a montré une corrélation entre la croissance des 

pré-recrues de seiche dans le milieu naturel et des activités enzymatiques digestives (protéases 

totales acides et la trypsine) pouvant servir en tant que biomarqueurs pour la croissance. 

Cependant, l’application de ces méthodes à des âges précis nécessite des méthodes d’évaluation 

de l’âge qui soient facilement réalisable sur des échantillons du milieu naturel. Le suivi 

expérimental de la croissance de juvéniles de seiche à partir d’œufs collectés reste la méthode la 

plus simple pour suivre la croissance avec l’avantage de connaître avec précision l’âge des 

individus. Cette technique a été utilisée pour tester l’effet de différents facteurs biotiques (Sykes 

et al., 2003 ; Grigoriou and Richardson, 2008 ; Baeza-Rojano et al., 2010) et abiotiques (Domingues 

et al., 2001 ; Koueta and Boucaud-Camou, 2003) sur la croissance des juvéniles de seiche dans la 

première phase de croissance post-éclosion. De plus, le suivi de croissance expérimental permet 
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d’estimer différents paramètres tels que le taux de croissance instantanée, le taux d’ingestion, le 

taux de conversion des aliments mais aussi le taux de survie des juvéniles (Koueta and Boucaud-

Camou., 2001).  

 

D. Contexte et but de ce chapitre  

Plusieurs facteurs, à grande échelle comme à échelle locale, influencent le cycle de vie de la seiche 

(Figure 10). Les facteurs abiotiques et biotiques forment les deux principaux axes qui déterminent 

les variations locales entre différents sites.  

En Manche, la population de seiche effectue des migrations saisonnières entre la zone Ouest 

Manche et les zones de pontes côtières. Cette espèce nectobenthique vit donc près des côtes 

pendant les premiers stades de vie. Cette phase juvénile joue un rôle primordial dans le cycle de 

vie par la suite. Ayant un cycle de vie de deux ans, le renouvellement du stock de seiche de 

Manche se fait fréquemment. Ce renouvellement est donc hautement dépendant de la réussite 

des stades de pré-recrues au bord des côtes.  

Le chapitre 1 explore, pour la première fois, la variabilité spatio-temporelle des caractéristiques 

des œufs (durée d’incubation, taux d’éclosion), des juvéniles (poids à l’éclosion, taux de croissance 

et autres paramètres de croissance, taux de survie) et des pré-recrues (poids, taux de croissance) 

dans quatre sites de ponte des côtes anglo-normandes. Le but de ce travail est d’obtenir des 

informations sur les jeunes stades de vie de la seiche dans les habitats côtiers (stades dit de pré-

recrues) et d’identifier des variables au cours de cette phase critique de développement pouvant 

influencer la distribution et le recrutement de cette ressource en Manche. Ce premier chapitre se 

subdivise en deux parties : 

 La première partie traite d’une part, des caractéristiques des œufs et d’autre part, du suivi 

expérimental de la croissance des juvéniles issus des éclosions 

(Cette première partie à fait l’objet d’une publication soumise dans Journal of Sea 

Research) 

 

 La deuxième partie s’intéresse aux caractéristiques des pré-recrues récoltées dans les sites 

de ponte 
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Figure 10 : Schéma récapitulatif des influences environnementales (biotiques et abiotiques) et des 
activités humaines sur la croissance embryonnaire et post-éclosion de Sepia officinalis. 
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II. VARIATIONS SPATIO-TEMPORELLES DES CARACTERISTIQUES DES SEICHES 

AU COURS DE LEUR JEUNES STADES DE DEVELOPPEMENT EN MANCHE  

 

Résumé: 

Les écosystèmes côtiers présentent une variation spatio-temporelle des facteurs abiotiques qui 

peuvent influencer les jeunes stades de vie de la seiche et induire par la suite des fluctuations de 

son recrutement et de son abondance. Dans cette étude, la variation des taux d’éclosion des œufs 

ainsi que la survie et la croissance des jeunes seiches a été étudié dans quatre sites de ponte (deux 

français et deux anglais) entre 2008 et 2011. Les œufs de seiche ont été récoltés au mois de juillet 

dans l’ensemble des sites en prenant note de leur localisation (zone intertidale/subtidale). Les 

grappes d’œufs sont différemment concentrées en fonction des sites avec le site d’Agon 

Coutainville (AC, Ouest Cotentin) ayant la plus forte concentration d’œufs dans la zone intertidale 

contrairement aux trois autres sites [Torbay (TB), Selsey (SE) et Baie de Seine (BS, Est Cotentin)] où 

les œufs sont essentiellement (pour BS) voir exclusivement (pour TB et SE) en zone subtidale. Ces 

différences sont liées en partie à la topographie du terrain et à l’amplitude de marnage dans les 

sites étudiés (Le marnage à AC est de 12m alors qu’il est de 8m à BS et de 4m dans les sites 

anglais). Mais la possibilité d’un choix des géniteurs ne peut être exclue puisque les plus fortes 

concentrations sont trouvées dans la zone intertidale à AC. Un décalage dans la période d’éclosion 

des œufs a été relevé entre les côtes françaises et les côtes anglaises où les œufs anglais 

nécessitent une période d’incubation plus longue en laboratoire comparé aux œufs des sites 

français. Ce retard est lié à la température d’incubation des œufs. Le nombre de degrés jours 

accumulés par les œufs dans les sites anglais n’est pas suffisant (dû aux températures plus froides 

comparé à celle des sites français). Les œufs nécessitent encore 20 à 45% de degrés jours 

supplémentaires au moment de la collecte pour que les éclosions se produisent. De même, une 

différence significative a été observée dans les taux d’éclosion entre les deux côtes avec les œufs 

des sites anglais ayant des taux d’éclosion significativement supérieurs (p< 0.05). Une variabilité 

interannuelle du taux d’éclosion a aussi été notée au sein de chaque site.  
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Un suivi de croissance expérimentale a ensuite été réalisé dans les mêmes conditions biotiques et 

abiotiques, à partir des nouveau-nés éclos. Des différences significatives (p < 0.05) ont été 

trouvées au niveau des poids de juvénile à l’éclosion qui résultent des températures d’incubation 

dans le milieu naturel. Ces différences sont maintenues après 35 jours d’élevage puisque les 

juvéniles présentent des performances de croissance similaires (Taux de croissance instantanée, 

taux d’ingestion et de conversion des aliments) avec aucune différence significative (p > 0.05). Les 

juvéniles ont une croissance identique lorsqu’ils sont élevés dans les mêmes conditions 

environnementales. Quant aux taux de survie des juvéniles, une faible survie a été observé dans le 

site de TB en 2011. Les mortalités seraient liées à la qualité des œufs sur ces sites de cette année 

là. L’ensemble de ces résultats indiquent des variations spatiales et temporelles dans les taux 

d’éclosion des œufs, la période d’éclosion et la survie des juvéniles. Ces variations peuvent 

influencer des variabilités spatiales et temporelles dans la contribution de ces sites au stock de 

seiche recruté.  
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Highlights 

 Early life characteristics are the basis of understanding stock renewal 

 Incubation temperature affected hatching time, rate and hatchling weight 

 Hatching rate was significantly higher on the English coast compared to the French coast 

 Mortality episodes observed may affect a site contribution to the stock 
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Abstract 

Coastal ecosystems exhibit various spatio-temporal patterns of abiotic factors which could 

influence early life stages of Sepia officinalis L. and afterwards induce fluctuations in its 

recruitment and abundance. In this study, variation in hatching, survival and growth of young 

cuttlefish stages was investigated in two French and two English spawning sites of the English 

Channel between 2008 and 2011. Cuttlefish eggs were collected in July from all sites taking note of 

egg location (in intertidal or subtidal area) and the determination of their hatching rate. Egg 

clusters were found to be differentially concentrated in sites between intertidal and subtidal areas 

and a clear shift in hatching time was observed between English and French coasts. English eggs 

needed longer laboratory incubation times compared to the French eggs. This delay was linked to 

incubation temperature as the degree-days, accumulated by eggs in the English sites till collection 

date, were not sufficient for hatching to occur. Furthermore, a significant difference was observed 

in hatchings between the two coasts with English sites having significantly (p < 0.05) higher 

hatching rates than the French sites. An inter-annual variability in hatching rate was also noted 

within each site. An experimental growth survey was performed in standardized abiotic and biotic 

conditions with hatchlings obtained from collected eggs. Significant differences (p < 0.05) were 

found in juvenile weight at hatching that were due to the incubation temperature in spawning 

sites. These differences were maintained in an experimental growth survey with no significant (p > 

0.05) difference in growth parameters (instantaneous growth rate, ingested rate or conversion 

rate) and a parallel growth between the juvenile batches. As for juvenile survival rate, episodes of 

high mortality were observed in specific sites and years that were probably linked to lower egg 

quality with hatchlings being more easily subject to disease. Finally, spatial and temporal 

variations in hatching time and rate along with juvenile survival could impact the capacity of some 

coastal sites to contribute to the renewal of the cuttlefish stock. 

 

Keywords: Cuttlefish, early life, hatching, juveniles, growth, English Channel 
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A. Introduction 

Early life stages of animals are of interest both as components of the life cycle of a given species 

and as models for generalized ontogenetic patterns and processes. Such stages include embryonic 

and post-embryonic development (Boletzky, 2003). In cephalopods, embryonic development is 

characterized by the yolk presence in eggs with different duration of embryogenesis ranges from a 

few days in small eggs at high temperatures (O’Dor and Dawe, 1998) to more than one year in 

large eggs developing at low temperatures (Voight and Grehan, 2000). Apart from species 

differences, ambient temperature sets the pace of the development and thus influences the 

duration of embryogenesis (Boletzky, 2003). Most post-hatching cephalopods, primarily squids 

and octopods, have a planktonic stage (paralarva stage). In other cephalopods (for example 

cuttlefish) hatchlings are large, immediately benthic replicas of the adults and thus referred to as 

juveniles (Navarro and Villanueva, 2000). 

The geographical distribution of the common cuttlefish, Sepia officinalis L., 1758 covers the 

Mediterranean Sea and the waters of the Eastern Atlantic from southern Norway and northern 

England to the northwestern coast of Africa. It is also found in Madeira and in the Canary Islands 

(Guerra, 2006). In the English Channel, the population of S. officinalis makes large migrations 

offshore in winter and inshore in spring for reproduction (Boucaud-Camou and Boismery, 1991). 

The littoral zones of the English Channel are thus important spawning locations for Sepia. Once 

mating occurs, cuttlefish lay their eggs on benthic structures in coastal waters essentially between 

April and June and die shortly afterwards (Boucaud-Camou and Boismery, 1991). These spawning 

sites were described by several authors (Boucaud-Camou and Boismery, 1991; Dunn, 1999; 

Challier, 2005) and are distributed on the French coast between the western and eastern Cotentin 

Peninsula and Bay of Somme area and on the English coast in Lyme Bay, Sussex and Kent coasts. 

Egg masses, which represent the cuttlefish stock renewal leaving the coast in autumn, are subject 

to environmental variables that influence their development and survival which can affect life 

history characteristics afterwards as well as distribution and abundance(Bouchaud and Daguzan, 

1989; Pierce et al., 2008). 

Many authors have described cuttlefish embryonic development and eggs characteristics (Boletzky 

et al., 2006; Sykes et al., 2008; Gutowska and Melzner, 2009). Lemaire (1970) defined 30 stages for 

embryonic development and examined the relationship between water temperature and egg 

incubation time. Egg characteristics have been investigated in terms of yolk composition and 
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quality (Navarro and Villanueva; 2000, Sykes et al. 2008) and the embryos environment within 

eggs, both with respect to the evolution of physiochemical parameters (Gutowska et al., 2009), 

but also hatching, which is the final result. Hatching rates were often studied in relation to specific 

parameters such as temperature (Basuyaux et al., 2010), salinity (Blanc, 1998) or spawning date 

(Bouchaud, 1991), but few studies were interested in spatial hatching variations. Juvenile growth 

can be observed in many ways. Length-frequency analysis is one of them and has been applied for 

S. officinalis (Royer et al., 2006). But most authors point to the need for caution in interpreting 

such data, principally because length-frequency data is known to underestimate growth because 

of inter-individual variability in size at age (Caddy, 1991) and this method is also very difficult to 

apply in very young specimen. Other techniques include the examination of periodic growth 

increments in hard structures such as the statoliths (Challier, 2002), somatic growth determination 

by studying the DNA, RNA and protein ratios (Ferron and legget, 1994) or experimental growth 

surveys using juveniles from collected eggs, which have the advantage of knowing the age of 

hatchlings (Koueta et al., 2000; Domingues et al., 2001; Koueta et al., 2006; Sykes et al., 2006). 

Experimental growth surveys can give information on growth parameters such as the 

instantaneous growth rate, the ingested rate and the conversion rate (Koueta and Boucaud-

Camou., 2001). This method is used to test various biotic (Sykes et al., 2003; Grigoriou and 

Richardson, 2008; Baeza-Rojano et al., 2010) and abiotic (Domingues et al., 2001; Koueta and 

Boucaud-Camou, 2003) influences on juvenile growth and performance. 

The present study investigates, for the first time, early stages characteristics (hatching rates, 

hatchling growth and survival) of cuttlefish in relation to different spawning sites, using data 

collected in four different spawning habitats over four years. Hatching rate was obtained after egg 

collection from spawning sites. Growth and survival were estimated by the experimental growth 

survey method. Relationship between the cuttlefish abundance and the early life history of 

juveniles in the coastal habitats is still not well documented. Studying these habitats could give 

important elements for understanding their contribution to the central stock. The aim of this work 

was to (1) obtain more information on early life stages (also known as pre-recruited stages) of S. 

officinalis; (2) to study pre-recruited stage characteristics between various locations in order to 

answer the following questions: Are there inter-annual and spatial differences in eggs incubation 

and hatching rates due to various environmental conditions? Do these conditions have an impact 

afterwards on hatchlings growth and survival?   
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B. Material and methods 

1. Study spawning sites 

 

Figure 11: Study spawning sites distribution of Sepia officinalis in the English Channel. The monitored 
spawning sites are: BS (Bay of Seine-FR), AC (Agon Coutainville-FR), TB (Torbay-UK) and SE (Selsey-UK). 

This study was performed with four sites among the main spawning grounds of cuttlefish in the 

English Channel. Two spawning sites were located on the French coast (Agon Coutainville (AC; 

49°02‘35”N, 1°34’32’’W) and Bay of Seine (BS; 49°18‘53‘’N, 0°21’0’’W)) and two were located on 

the English coast (Torbay (TB; 50°27‘08‘’N, 3°33’25’’W) and Selsey (SE; 50°44‘06‘’N, 0°47’23’’W)) 

(Figure 11). The French sites were on the eastern (BS) and western (AC) coasts of Cotentin 

peninsula. The west coast is exposed to general currents of the North Atlantic drift, which are 

propagated eastward and deflected northward along the coast. The maximum spring tidal range is 

as much as 12 m, and among the highest in the world. Thus, ecosystems of the west coast are 

megatidal (maximal bottom current speed is 10 knots and intertidal zone covers a very large 

surface) (Lefebvre et al., 2009; Dauvin et al., 2012). Furthermore, this site offers wide sandy 

expanses with scattered rocks and seaweeds. The BS, located east of the Cotentin Peninsula, is a 

very large bay that is open to the Channel but which nevertheless remains more protected from 

the prevailing western winds and marine currents than ecosystems on the west coast. The 

environment is macrotidal with a maximum tidal range of 8m, maximal bottom current speed is 5 

knots and the intertidal zone is smaller than the west coast (Lefebvre et al., 2009; Dauvin et al., 

2012). This site offers sandy areas and rocky plateaus with high macroalgal densities. Macroalgae 
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are important as natural support for egg clusters and sandy bottoms are areas for hatchlings to 

hide (via burial). Indeed, the young animals, with a sand covering behavior that begins very early, 

stay on the bottom and swim up only to capture prey (Boletzky, 1983).  

For the English coastal sites, TB, which is a smaller and more protected bay than the BS, and SE, 

which is a site widely open to the English Channel, were chosen for this study (Figure 11). TB is 

situated in Devon off the south-west coast of England, in the Western English Channel. The 

environment at TB is meso-tidal with a maximum spring tidal range of 4m (Woodroffe, 2003; 

Herbert et al., 2007). TB is exposed to the east and thus sheltered from the prevailing west and 

south-west winds. It has relatively weak tidal streams, but is vulnerable to wind and wave action 

from the east (Forster, 1955). The area is relatively shallow, reaching depths of around 20 m in the 

centre of the bay, where muddy sediment is considered to dominate (Larsonneur et al., 1982), 

further inshore areas of sand and reef are also found (McBreen et al., 2011). A large part of the 

shallow (less than 5m) periphery of the bay is covered by seagrass meadows (Hirst and Atrill, 

2008). SE is situated in West Sussex off the south-east coast of England, in the Eastern English 

Channel. The environment is mesotidal with a maximum spring tidal range of 4.5 m (Cope, 2005). 

The inshore region within the study area is relatively shallow (< 30m). The sediment in the area is a 

mix of sand, mud and rocky reef (McBreen et al., 2011) which supports a diverse range of flora and 

fauna. No seagrass was present at this site.  

2. Eggs collection and handling 

Eggs from S. officinalis were collected during July from 2008 till 2011. Two protocols were used: 

intertidal and subtidal. The intertidal protocol consisted of making linear transects that were 

perpendicular to the coast at low tide. Five to eight persons were aligned over a 1 kilometre 

distance and moved towards the sea. Each cluster found was geo-localised with a GPS then 

transferred in a box half filled with seawater and algae to keep it fresh and stabilized for transport. 

The subtidal protocol also consisted in linear transects with three to five scuba-divers. Eggs were 

geo-localised and conditioned as for the intertidal protocol. Clusters were transported afterwards 

to the marine research centre where eggs were separated in groups (approximately 100 eggs) and 

placed on sieves (0.36 x 0.28 m, 1mm mesh size) distributed in large tanks containing circulating 

seawater, with temperature between 18-19°C. Hatching was recorded daily and the final hatching 

rate calculated as: 
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Hatching percentage = (number of hatchlings / total number of collected eggs) x 100 

3. Experimental design  

Once eggs were installed in the rearing structures they were acclimatized for 3 days to avoid 

premature hatchlings, resulting from transport stress, being used in the rearing experiments. 

Afterwards, hatchlings were collected daily to determine their hatching day. Throughout the 

hatching period, hatching peaks were observed. Juveniles used for the growth survey were 

collected during these peaks in order to have 150 cuttlefish per site which hatched on the same 

day. The experimental growth survey ran afterwards for 35 days between July and September 

from 2008 till 2011. Cuttlefish from each site were placed into six rectangular tanks (0.36 x 0.28; 

1mm mesh size; 25 hatchling /tank). All batches were under the same controlled and standardised 

conditions and were fed ad-libitum with frozen shrimp, Crangon crangon.  

Rearing system and parameters 

Rearing was conducted in a semi-enclosed system that limited the presence of debris that causes 

turbidity of the water. This system allowed 80% of seawater to be renewed in the tanks per day to 

avoid problems with evaporation, loss of water due to tank cleaning, changes in salinity and pH, 

and accumulation of nitrate (NO3
-), nitrite (NO2

-), ammonium(NH4
+), and ammonia (NH3) 

concentrations (Koueta and Boucaud-Camou, 2003). The base of the rearing system consisted of a 

1000l storage tank containing a heating system to maintain a constant temperature. The natural 

seawater used to renew the circuit ran through UV lamps before filling the tank which also 

contained oyster shells that acted as biological filters. Water was driven by an automatic pump 

into a protein skimmer, which removed dissolved organic material and returned the seawater to 

the superior tray containing the filters. 

Physical and chemical parameters were maintained by constant renewal of fresh seawater. The 

photoperiod was 12:12. Weekly measurements made with colorimetric kits (Tetra Test Kit) 

consistently revealed concentrations of NO3
- < 10 mg/l, NO2

- < 0.1 mg/l, NH4
+ < 0.5 mg/l and NH3 < 

0.02 mg/l. The pH of seawater was 8 and the oxygen was optimised by adding aerators to each 

tank.  
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Food preparation 

Table 8: Size classes, based on brown shrimps (Crangon crangon) total length and their subsequent mean 
weight, used to feed Sepia officinalis hatchlings. 

 

Controlled food preparation (regulating the food quantity and size) was an important 

consideration to avoid bias between cuttlefish batches due to food availability. The food 

preparation started before the rearing period and lasted for more than one month (between June 

and July). When rearing started, cuttlefish were fed every afternoon with frozen wild caught 

brown shrimps (Crangon crangon). The shrimps were divided into three classes based on their 

length (Table 8). It was important to rank prey according to their size to ensure shrimp were the 

same size as cuttlefish or smaller. After size classification, the prey mean weight was used for the 

preparation of standard prey bags with 2g (Mini), 3g (Small) or 4g (Average) of shrimps. The bags 

were then frozen at -80°C and used afterwards to feed each cuttlefish tank (25 cuttlefish / tank). 

The same food quantity was placed in each tank every day and the amount of ingested food was 

estimated by weighing the remaining shrimps.  

Growth monitoring 

Weight and length measurements were conducted once a week on 24 juvenile cuttlefish per site 

(4 per tank). A sliding calliper was used to measure dorsal mantle length (mm) and a Sartorius 

balance was used to weigh all animals with a precision of 0.1 mg (Koueta and Boucaud-Camou., 

1999). Furthermore, the quantity of food eaten by each cuttlefish batch was calculated. These 

measurements allowed us to determine the mean length (mm) and weight (g) of cuttlefish at each 

sampling date to be determined and several growth parameters to be calculated such as: 

Weight increase (g): final weight – initial weight 

Size
Length 

range (mm)

Mean 

weight (mg)

rearing 

period 

(days)

Mini 12 - 16 25.7 ± 5.6 1 - 7

Small 17 - 23 64.5 ± 7.4 8 - 21

Average 24 - 30 112 ± 30.2 22 - 35
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Ingested rate (IR - % body weight/day): (IF/average W(t)) x 100, where IF is the ingested food (g) 

and average W(t) is the average wet weight (g) of the cuttlefish during the time period (g.d-1). 

Instantaneous growth weight (IGR - % body weight/day): (ln W2 – ln W1) x 100/t, where W2 and 

W1 are, respectively, final and initial weight (g) of each animal and t (35 days) the duration of the 

experiment in days. 

Conversion rate (CR - %): (weight increase (g) / Ingested Food (g)) x 100 

4. Data modeling and statistical analysis 

Juvenile cuttlefish have an exponential growth in their early life history due to high growth rate 

when reared in optimal conditions (Koueta and Boucaud-Camou, 2001; Domingues et al., 2006) as 

described in the rearing parameters. Exponential models were thus fitted by applying linear 

models to log transformed weight-at-age data. Natural logarithmic transformations were formed 

for comparison of growth.  

For statistical analysis, preliminary tests of normality and homoscedasticity allowed the use of 

parametric methods. Weight, growth parameters and survival rate of juveniles from BS, AC, TB 

and SE were compared using analysis of variance (ANOVA or ANCOVA in the case of growth rates) 

with R statistical software. When differences were present, a post hoc Tukey test was used to 

determine differences between batches. Hatching rate differences were analyzed with a binomial 

error GLM (GLM function with R software). 

Temperature (T) (in °C) was obtained from three of the four study sites (SE data absent) and 

salinity only from the French sites. These data were provided by the Smel and Somlit-CREC for the 

French sites and by MBA for TB. T (in °C) was used to calculate natural degree-days (°C) 

accumulated by eggs during incubation. The formula used was:  

DD          
  

where DD is the accumulated degree-days (°C), ti is T (in °C) at day (i) and t0 is the threshold T (in 

°C) below which eggs stop developing and which value is 9.7°C in cuttlefish eggs (Bouchaud, 1991). 

DD necessary for S. officinalis hatching success was estimated to 409°C by Basuyaux et al. (2010). 

NDD is the natural degree-days calculated from sites T (in °C) between 1st May and eggs collection 

date. 1st May was chosen because data was available from May till collection date in all sites and 
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all studied years and this time is consistent with eggs incubation period. EDD is the experimental 

degree-days accumulated between eggs collection date and first hatching. 

T (in °C) and salinity were found to be significantly correlated in BS (p-value=0.003) and in AC (p-

value=0.03). In order to test the effect of T (in °C) and salinity independently, a linear model was 

performed between the two variables and salinity residuals (SR) were extracted. Finally, SR, T (in 

°C) and NDD were tested as explaining variables of the hatchling weight in a linear model with R 

software. T (in °C) impact on TB hatchlings weight was not studied because of the delay in first 

hatching observed with this site. 

 

C. Results  

1. Hatching and juveniles survival rates 

The mean hatching rate (HR) over four years monitoring revealed significant differences between 

the four studied sites (Table 9-A). For all eggs collected, the lowest mean HR found was for French 

sites (BS (62.2%) and AC (65.9%)) and the highest in English sites (TB (74.4%) and SE (91%)) (See 

Figure 11 for station location). Only one exception was observed for TB in 2010 where HR was 

lower than the French ones (Table 9-B). Furthermore, differences in egg location, hatching rate 

and survival rate were observed between the sites for each year and between years (Table 9-B).  

For the egg location, AC had high egg concentrations in the intertidal zone. As for the other sites, 

the highest egg concentrations were in the subtidal zone between 5 and 10 meter depth. The 

comparison between eggs from the subtidal and intertidal zone from French sites showed that the 

egg location in BS had no impact on the hatching rates that were already the lowest. On the other 

hand, in AC site, the subtidal zone was more favorable for a better hatching rate (93% in 2011) 

compared to those found in the intertidal zone (between 60 and 73 %). The high hatching rate of 

AC site in 2011 was also comparable to those found in the English sites. However, beside the egg 

location effect, an inter-annual variability was also observed in the hatching rate when eggs were 

collected in the same zone. Indeed, in AC intertidal zone, HR varied from 60% to 73% between 

2008 and 2010 and in TB, HR in subtidal zone varied from 66% to 93% between 2009 and 2011. 



Caractéristiques spatio-temporelles des œufs et des pré-recrues  Chapitre 1 

51 
 

As for the mean survival rate after 35 days of rearing, no significant differences were observed 

between the four studied sites (Table 9-A). The mean survival rate for all batches was around 90% 

except for three points (TB in 2010 (98 ± 1.5%), SE in 2010 (84 ± 5.4%) and TB in 2011 (76 ± 6%)) 

(Table 9-B). 

Table 9: Hatching and hatchling survival (35 days of rearing) rates obtained for cuttlefish eggs collected 
from different spawning sites over several seasons. A- Mean values of four year monitoring. B- Details for 
each year and each site. The monitored spawning sites are: BS (Bay of Seine-FR), AC (Agon Coutainville-
FR), TB (Torbay-UK) and SE (Selsey-UK). The location of eggs is specified by Inter (intertidal) and Sub 
(subtidal) and n is the sample size. 

 

 

A Site Total eggs  
Total 

hatchlings 

Hatching rate / 

site

Total 

reared 

juveniles

Juveniles survival 

rate / site

BS 8510 5289 62.2
a 600 91 ± 1

a

AC 7967 5248 65.9
b 600 92 ± 1

a

TB 3437 2558 74.4
c 450 88 ± 11

a

SE 3180 2895 91
d 300 87 ± 4

a

BS Inter 1666 57
a 150 92.7 ± 2.1

ab

AC Inter 4902 60.1
b 150 92.7 ± 2.1

ab

BS Sub 3704 58
ab 150 90.4 ± 3.2

ab

AC Inter 1034 60.5
ab 150 91.2 ± 3.9

ab

TB Sub 925 66.4
ce 150 91.2 ± 3.9

ab

BS Sub 800 72.6
d 150 91.2 ± 1.5

ab

AC Inter 1100 73.3
d 150 90.4 ± 4.1

ab

TB Sub 1502 66.8
ce 150 98 ± 1.5

a

SE Sub 2020 94.4
f 150 84 ± 5.4

b

BS Sub 2340 68.8
e 150 91 ± 3 

ab

AC Sub 931 93
f 150 92.8 ± 3.4

 ab

TB Sub 1010 93.2
f 150 76 ± 6 

c

SE Sub 1160 85.2
g 150 90.4 ± 4.7 

ab

a,b,c,d,e,f: Numbers not bearing the same subscript letter are significantly different (p < 0,05) 

2
0

1
0

2
0

1
1

Eggs characteristics Juveniles characteristicsB

2
0

0
9

n Survival rate (%)Year Site

2
0

0
8

n Hatching rate (%)Eggs location
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Table 10: Comparison of mean weight (± s.e.), mean ingested rate (IR %) (± s.e.), mean instantaneous 
growth rate (IGR %) (± s.e.), and mean conversion rate (CR %) (± s.e.) for all monitored sites over 35 days 
of rearing and for 4 seasons. The monitored spawning sites are: BS (Bay of Seine-FR), AC (Agon 
Coutainville-FR), TB (Torbay-UK) and SE (Selsey-UK), and n is the number of individuals used for the mean 
weight (g) at day 1 and day 35 (rearing end). 
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2. Experimental growth survey 

Significant differences (p < 0.05) in juvenile weight at hatching (Day 1) were observed between 

spawning sites and these differences were maintained untill day 35 after hatching in experimental 

conditions (Table 10). Indeed, the comparison between the two French sites showed marked 

differences between BS and AC over four monitoring years with BS juveniles being significantly 

bigger than those of AC. Only one exception was noticed in 2010 when the weight of AC juveniles 

after 35 days was not significantly smaller (p > 0.05) than BS ones. As for the English sites, no 

significant differences (p > 0.05) were observed between TB and SE. At the end of the rearing, the 

English juvenile weights were closer to those observed for BS. A linear growth model applied to log 

transformed weight-at-age data was considered appropriate to describe juvenile exponential 

growth in these experimental rearing conditions (Figure 12). This model highlighted the parallel 

growth observed between cuttlefish batches for the entire duration of the experiment.  

For each year, the ingested rate (IR - % cuttlefish body weight/day), the conversion rate (CR - % 

cuttlefish body weight/day) and the instantaneous growth rate (IGR - % cuttlefish body 

weight/day) did not show significant differences between cuttlefish groups (Table 10). The water 

temperature, which was the only abiotic parameter that varied between years, was also stable 

within each year, with no differences between cuttlefish batches. However, significant differences 

(p < 0.05) were noticed between the years (from 2008 till 2011) in the growth parameters where a 

decrease in the IR, CR and the IGR was observed. The same pattern was also noted for juvenile 

weight after 35 days of rearing and in the water temperature. In 2008, water temperature was 

20.55 ± 0.12°C with a mean juvenile weight at day 35 around 3.5 g, a mean IR of 38%, a mean IGR 

of 7.5% and a mean CR of 23%. In 2011, the juveniles mean weight (ca. 1.3 g) was almost three 

times smaller than in 2008 when reared in water temperature around 19.2°C with a mean IR of 

20%, a mean IGR of 5% and a mean CR of 15%.  



Caractéristiques spatio-temporelles des œufs et des pré-recrues  Chapitre 1 

54 
 

 

Figure 12: Linear transformation of the exponential growth models fitted to Sepia officinalis early 
juvenile experimental growth from different spawning sites of the English Channel over four years. The 
monitored spawning sites are: BS (Bay of Seine-FR), AC (Agon Coutainville-FR), TB (Torbay-UK) and SE 
(Selsey-UK). (ANCOVA analysis indicates that within each year, slopes are not significantly different (p > 
0.05)). 
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3. Hatchlings and environmental parameters 

Table 11: Coastal water temperature (°C) and salinity (PSU) (mean and SD) for Agon Coutainville, Bay of 
Seine and Torbay sites between April and July from 2008 till 2011. 

 

During the egg incubation period, mean coastal water temperature were higher in AC (FR) 

compared to those observed in BS (FR) and TB (UK) at the same time (Table 11). AC, BS and TB 

mean coastal water temperature in May were respectively 14.5 ± 0.8°C, 13.2 ± 0.4°C and 12.7 ± 

0.2°C. A 1°C difference was thus observed between AC and BS in May, but also in all the studied 

period (from April till July). As for TB, mean water temperature in April and May were slightly 

lower than BS ones and 1.5°C lower than AC ones (Table 11). However, starting in June, a shift is 

observed between the French sites and the English one. Mean water temperature in French sites, 

respectively in June and July, rises up to 16.4 ± 0.7°C then 18.3 ± 0.7°C in BS and 17.2 ± 0.4°C then 

19.1 ± 0.8°C in AC while the temperature stay stable in TB (respectively 15.1 ± 1°C and 15.4 ± 1°C). 

Furthermore, salinities were also studied in French sites but not in TB where these data were 

missing. Mean salinities rate were 2 PSUs higher in AC compared to those of BS all over the 

studied period. 

Site Year April May June July April May June July

2008 10,7 ± 1,29 14,9 ± 0,9 17,5 ± 1 18,9 ± 0,9 33,7 ± 0,01 33,9 ± 0,2 33,9 ± 0,2 34,6 ± 0,06

2009 11,6 ± 0,9 14,2 ± 1 17,5 ± 1,2 19,3 ± 0,7 34,9 ± 0,5 34,6 ± 0,2 34,6 ± 0,8 34,8 ± 0,06

2010 10,7 ± 1,4 13,4 ± 1,6 16,9 ± 1,2 20 ± 0,5 34,9 ± 0,4 35,3 ± 0,8 35,2 ± 0,5 35,3 ± 0,4

2011 13 ± 1,1 15,3 ± 0,5 16,7 ± 0,8 18,2 ± 0,7 34,7 ± 0,1 35 ± 0,2 35,2 ± 0,4 35,8 ± 0,2

11,5 ± 1,1 14,5 ± 0,8 17,2 ± 0,4 19,1 ± 0,8 34,5 ± 0,6 34,7 ± 0,6 34,7 ± 0,6 35,1 ± 0,5

2008 10,3 ± 2,2 13,3 ± 2 15,6 ± 0,9 17,5 ± 0,7 32 ± 1 32,4 ± 0,4 32,5 ± 0,1 33,1 ± 0,7

2009 10,5 ± 1,5 13,3 ± 1,9 16,5 ± 2,3 18,2 ± 0,1 32 ± 0,2 32,5 ± 0,3 32,4 ± 0,3 33 ± 0,4

2010 10,4 ± 1,1 12,6 ± 1,9 17,3 ± 0,8 19,2 ± 1,5 32,4 ± 0,6 33 ± 0,5 33,1 ± 0,3 33 ± 0,09

2011 10,6 ± 1,2 13,6 ± 1,3 16,2 ± 0,4 18,5 ± 1,1 32,6 ± 0,3 32,6 ± 0,9 32,5 ± 0,7 32,8 ± 0,06

10,4 ± 0,1 13,2 ± 0,4 16,4 ± 0,7 18,3 ± 0,7 32,2 ± 0,3 32,6 ± 0,3 32,6 ± 0,3 33 ± 0,1

2010 10,1 ± 0,3 12,9 ± 2,6 15,8 ± 0,7 14,9 ± 0,02 - - - -

2011 - 12,6 ± 0,2 14,4 ± 0,5 15,9 ± 1 - - - -

10,1 ± 0 12,7 ± 0,2 15,1 ± 1 15,4 ± 1 - - - -
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Table 12: Cullefish Sepia officinalis L. eggs characteristics collected from different spawning sites over 
several seasons. NDD is the natural degree-days (°C) accumulated in eggs between the 1st May and the 
eggs collection date; EDD is the experimental degree-days (°C) accumulated between eggs collection date 
and first hatching date which corresponds to hatching delay period. The monitored spawning sites are: 
BS (Bay of Seine-FR), AC (Agon Coutainville-FR), TB (Torbay-UK) and SE (Selsey-UK). 

 

A delay in hatching date was observed between French and English sites (Table 12). Eggs were 

collected from all studied sites in the same period (in July) and then transferred to rearing 

structures. However, hatching did not occur at the same time for all batches. Indeed, eggs from 

the French coast started hatching earlier than those from the English coast and this was observed 

in all monitoring years. Hatching delay observed in English sites vs French sites varied between 3 

and 19 days depending on eggs collection date. Degree-days accumulated in the natural 

environment (NDD) were then calculated based on the temperature data collected in each site. 

This approach revealed a significant difference in degree-days accumulation between sites. AC had 

the higher NDD values followed by BS then TB. For AC and BS, hatching started the day after the 

eggs were installed in the rearing structure (Table 12). Eggs from TB and SE were not mature 

enough to hatch as they needed more degree-days before starting hatching. Experimental degree-

days (EDD) accumulated by these eggs varied between 30°C EDD and 184°C EDD.  

Year Site
Eggs collection 

date

Hatching 

delay
NDD EDD

BS July, 8 0 385.5 0

AC July, 7 0 452.4 0

BS July, 23 0 476.3 0

AC July, 21 0 579.3 0

TB July, 24 3 - 30.6

BS July, 12 0 320.5 0

AC July, 12 0 448.1 0

TB July, 15 8 294.7 77.6

SE July, 12 14 - 135.8

BS July, 5 0 338.9 0

AC July, 6 0 435.4 0

TB July, 6 19 258.6 184.3

SE July, 5 13 - 126.1

2008

2009

2010

2011
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Table 13: Regression coefficients of linear model between hatchlings weight (g) and environmental 
parameters (temperature and salinity). NDD is day degree accumulated by eggs; D.f.: Degree of freedom, 
+ is for interaction between the explanatory variables. 

 

Afterwards, environmental parameters (temperature, salinity and NDD) were tested separately on 

hatchlings weight (Table 13). Temperature and NDD had a significant (p < 0.05) impact on juvenile 

weight but not salinity residuals (p > 0.05).  

D. Discussion 

Due to their shallow depths and terrestrial inputs, coastal ecosystems are characterised by high 

spatial and temporal variability of environmental factors such as freshwater runoff, levels of 

irradiance, temperature, water movement and other factors. Coastal spawning sites are 

influenced by these parameters which could affect spatio-temporal characteristics of eggs (e.g. 

hatching rate) and hatchlings in these ecosystems. This work is a first time comparison of early life 

history characteristics of English Channel cuttlefish population in different spawning sites 

distributed at the north and at the south of the population stock area. 

1. Coastal spawning sites and hatching rate 

Spatial and temporal differences in egg cluster characteristics were observed between English 

Channel study sites. Intertidal habitat in AC (West Cotentin coast) was an important spawning area 

for cuttlefish with hatching rates that were similar to those found in BS subtidal zone. Successful 

embryonic development in this particular ecosystem can be due to several reasons. First of all, the 

clusters were generally found at base of algae that covered eggs at low tide and probably 

protected them from desiccation. Secondly, the thickness of the egg envelope with its several 

layers, protected embryonic development until at least stage 26 of Lemaire (1970), from which 

there is a decrease in thickness till stage 30 (= hatching stage) (Paulij et al., 1991; Lacoue-Labarthe 

Dependant 

variable

Explanatory 

variables

Weight T (in °C) 6 11.17 *

Weight NDD 6 11.97 *

Weight Salinity 6 0.35 NS

Weight T + SR 6 4.91 *

Weight NDD + SR 6 6.52 *

* P < 0.05 ; NS: Not significant

p-valueF-statisticd.f.

Relationships
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et al., 2010a). Spawning behavior in AC was probably related to habitat typology characteristics. 

Indeed, West Cotentin coast maximal tidal range is 50% higher (12 m) than BS (8m). (Lefebvre et 

al., 2009; Dauvin et al., 2012) and almost four times higher than the English sites (TB and SE; 

respectively 4 and 4.5 m) (Cope, 2005; Herbert et al., 2007). More eggs were discovered at low 

tide in AC as the water recedes with greater amplitude. This was probably the reason why eggs 

were abundant in AC intertidal zone. However, egg abundance in this zone might also indicate that 

this area has characteristics preferred by females such as egg supports or prey abundance for 

hatchlings. 

Temporal differences were observed in the field for the beginning of the spawning period and in 

the laboratory with rate and time of hatching. One to two weeks delay was noticed during four 

years monitoring between the two French sites. Eggs started to be laid around mid-April in AC and 

at the end of April/ early May in BS. This is in agreement with Boucaud-Camou and Boismery 

(1991) where these authors observed an earlier arrival of spawners on the west coast. 

Furthermore, in laboratory experiments, 10 to 20 days delay (in 2010 and 2011) were also seen in 

first hatchings between French and English sites. This delay has never been described before with 

English eggs not mature enough when collected during July and had to be incubated in 

experimental conditions before hatching occurred. This was noted in the NDD where TB degree-

day values that were accumulated in the natural environment were less than 300°C. Furthermore, 

EDD values calculated for English sites were between 77.6°C and 184.3°C which represented 

respectively 19% and 45% of total amount of degree-days necessary till first hatching. Two 

hypotheses may be given for this difference between French and English sites. Either the egg 

laying period in English sites was later than French sites, which induced a delay due to the longer 

time necessary for eggs to cumulate the degree-days needed, or the lower temperatures in June 

and July observed in TB caused a longer incubation period. Joyce (2006) reported long 

temperature series data of the English Channel UK coast and these authors gave mean coastal 

water temperatures in April that were between 8.8 ± 0.7°C (Weymouth, south west UK) and 9.4 ± 

1.2°C (Shoreham, south east UK). These temperatures are lower than the ones noted in TB but this 

site is a small protected bay that can have slightly higher temperatures. Colder coastal waters in 

April on the UK side could be partly responsible of the shift between French and English coasts and 

this difference would support the hypothesis of a later egg laying period in English sites. Indeed, S. 

officinalis is only active above 10°C (Boucaud-Camou and Boismery, 1991) and in this study, eggs 
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were observed in coastal waters only when water temperature reached 12°C. Results found for 

English eggs could indicate that the hatching peak on this coast is delayed in comparison to the 

French one. A July hatching peak (Challier, 2005) probably only occurs in French sites as the delay 

seen in English sites would indicate a probable hatching peak in august. Cuttlefish spawners 

would, therefore, arrive in West-Cotentin first around mid April then to Eastern-BS at the end of 

the same month followed by the English coast in May. 

Finally, eggs collected at French sites had different spawning period, at least for one part. Indeed, 

AC NDD values were always higher than 409°C which meant that eggs collected were probably laid 

after the 1st May. BS values, excepting 2009, were lower than 409°C meaning that at least one part 

of collected eggs was laid before the 1st May as hatching was observed from the beginning without 

a delay with AC eggs. This parameter does not induce bias in this study as the purpose was to get 

juveniles that hatched in the same period to be reared in the same time for growth comparison.  

Another shift was observed between French and English Coastal spawning habitats that concerned 

egg hatching. When considering total amount of collected eggs between 2008 and 2011 at each 

site, the English ones had significantly higher hatching rates than the French ones which indicated 

also that transportation did not harm the eggs. Several hypotheses could be given to explain these 

differences. Firstly, spawning period and eggs incubation temperatures affects hatching rates 

(Bouchaud, 1991). This author studied these two parameters and observed that early laid eggs had 

lower hatching rates than later ones. Furthermore, eggs incubated between 12°C and 17°C also 

had higher hatching rates than ones incubated between 17°C and 21°C where hatching rates were 

between 60 and 75%. Results in the present study are consistent with these descriptions either 

with temperature or with egg laying period.  

Secondly, egg location between subtidal and intertidal in AC affected hatching with higher 

hatching rate in subtidal area. But to confirm this observation, comparisons between intertidal 

and subtidal collected eggs must be made at one site within the same year. The comparison 

between these two habitats in BS did not show significant differences. Moreover, the BS subtidal 

zone had the lowest hatching rates compared to other sites. Water environmental parameters and 

quality could be responsible of low hatching rates. BS site is impacted by high river inputs and thus 

has the lowest salinity in the Channel which affects hatching rate (Dauvin, 2007, 2012; Blanc, 

1998). The decrease in salinity is positively correlated with hatching decrease in S. officinalis 
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(Palmegiano and D’Apote, 1983). Episodes of heavy rainfall and river discharge can increase this 

salinity effect too. In addition, Seine estuary is highly contaminated by metals, with high levels of 

Cd, Hg and Ag, in addition to PAHs and PCBs making it one of the most contaminated estuaries in 

Europe. More recently, significant levels of new contaminants, including antibiotics and estrogens, 

have been reported (Dauvin et al., 2007 and 2012). Heavy metal affects mechanism of 

development and also whole developmental and hatching process in many cephalopods such as 

Loligo vulgaris (Halil and Ugur, 2007) and S. officinalis (Le Bihan, 2004; Lacoue-Labarthe 2008a, 

2009a, 2009b, 2010b). Salinity variations and pollution in BS can thus be responsible for the low 

hatching rates observed.  

Thirdly, food availability and quality experienced during female’s reproductive season influences 

eggs quality. In S. officinalis, egg yolk lipids quantity varies with egg size, suggesting that 

differences in cuttlefish egg quality exist. Furthermore, lipid requirements for correct cephalopod 

development are not fully understood; however, phospholipids and long-chained polyunsaturated 

fatty acids, particularly eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), are likely to 

be essential constituents (Boucaud and Galois, 1990; Navarro and Villanueava, 2000, 2003). The 

different migration pathways taken by spawners to get to coastal habitats may influence the food 

availability and quality. Thus, egg quality due to maternal transfer could be a major factor in 

understanding hatching success.  

Fourthly, egg oxygenation is a key factor leading to hatching success (Gutowska and Melzner, 

2009) and embryos develop normally when oxygen concentrations are close to saturation 

(Boletzky et al., 2006). SE site, being completely open to the Channel thereby incurring greater 

water hydrodynamics, may have a better rate of water oxygenation than TB, BS and AC intertidal 

zone leading to higher hatching rates. Lastly, there is always the possibility of bias in hatching 

evaluation even with all precaution taken. Indeed, the French clusters were already ready to hatch 

when they were collected in contrast with the English ones that needed 10 to 20 days of 

incubation before starting hatching. In addition, the incubation period in the rearing structures 

might also have influenced the hatching rate by increasing the successful development of embryos 

in the final embryonic development phase. But this assumption is very unlikely to have had a 

major effect. AC hatching rate in 2011 was as high as the English ones even though hatching 

started from the beginning which indicates that precautions taken in sorting egg clusters were 

appropriate to hatching comparison.  



Caractéristiques spatio-temporelles des œufs et des pré-recrues  Chapitre 1 

61 
 

Finally, an inter-annual variability was also observed in hatching rate in all studied sites. Since the 

incubation conditions in rearing structures were similar over the four year monitoring, it was 

unlikely that these variations would be due to experimental bias. These variations were more 

likely related to environmental and eggs quality variations. Quality evolution between years is due 

to changes in reserves composition transferred by females (Steer et al, 2004; Leporati et al., 2007) 

and environmental parameters such as salinity, oxygen and temperature vary between years 

potentially affecting hatching rates  

2. Impact of environmental factors on eggs incubation and hatchlings weight  

Looking into correlations between hatchling weight and environmental parameters is a way to 

understand eggs incubation conditions at spawning grounds. Hatchling weight varied from one 

spawning site to another with some marked differences mainly between western (AC) and eastern 

(BS) Cotentin peninsula. According to recent literature, temperature, salinity and oxygen are the 

major factors that influence the traits of cephalopods early life stages (Guerra et al., 2010). 

Embryonic development of many cephalopods has been shown to be highly temperature 

dependent, with eggs generally developing faster in warmer waters (Semmens et al., 2007). An 

inverse relationship was observed between temperature and embryonic development duration in 

many cephalopods such as Sepiola atlantica (Rodrigues et al., 2011), Octopus mimus (Uriarte et al., 

2012), Illew coindetii (Villanueava et al., 2011) and S. officinalis (Lemaire, 1970; Bouchaud and 

Daguzan, 1989; Dickel, 1997; Blanc, 1998). This development duration was found to be 

proportional to hatchlings length and weight for cuttlefish and I. coindetii (Bouchaud and Daguzan, 

1989; Villanueava et al., 2011) but inversely proportional in O. mimus (Uriarte et al., 2012).  

Seawater salinity affected hatching rate, survival and incubation time in many cephalopods. L. 

vulgaris embryonic development was possible at salinity range between 34 and 37 but was 

stopped below 31 (Halil, 2004). In Octopus vulgaris, abundance was closely related to salinity and 

mass mortalities were observed with episodes of decreased salinity (Sobrino et al., 2002; Guerra 

et al., 2010). Blanc (1998) studied the relationship between four different salinities (20, 25, 30 and 

35) and S. officinalis egg incubation time and hatchling characteristics. This author observed that 

at the lowest salinities (20 and 25), no hatching occurred and for the two other salinities, 

significant relationships were found. Salinity of 30 induced longer incubation period for eggs 

compared to 35 and bigger hatchling weight and mantle length.  
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Lower temperature and salinity in BS might have affected embryonic development duration period 

and afterwards hatchling weight. Temperature and salinity data were only studied in the two 

French sites because of the delay in hatching for TB and in order to avoid any bias on hatchling 

weight as incubation in rearing structures lasted for 8 days in 2010 and 19 days in 2011 before first 

hatching occurred. Mean water parameters between April and July in AC were respectively 15.6°C 

and 34.5 vs 14.6°C and 32.6 in BS. This is due to the fact that hydrologic and oceanographic 

features are mainly dominated in the Western basin of the English Channel by the influence of 

Atlantic waters (Dauvin et al., 2012) and in BS by the fresh water inputs of the Seine estuary. 

Watersheds impacting east coast are four times larger than west Cotentin coast (Lebfevre et al., 

2009). In this study, only temperature had a significant (p < 0.05) effect on hatchling weight. 

Correlation between hatchling weight and water temperature were consistent with authors’ 

descriptions as colder water, in BS site, induced hatchlings that were significantly bigger than in AC 

site. Larger cuttlefish hatchlings are produced at low temperature due to better yolk absorption 

(Bouchaud and Daguzan, 1989). But the combined effect of temperature and salinity could be 

occasional. Indeed, other factors such as rainfall, river discharge, water turbidity, solar flux and 

photoperiodicity could influence the eggs incubation duration as they will influence water 

temperature and salinity. Sobrino et al. (2002) found that O. vulgaris abundance was highly 

correlated with rainfall and river discharge previous to fishing season. S. officinalis, is a migrating 

species (Boucaud and Boismery, 1991) therefore it is less concerned by coastal environmental 

conditions. But in its early life history, when eggs are incubating in coastal habitats, episodes of 

heavy rainfall and river discharge can locally affect their development by affecting salinities and 

currents. Furthermore, Paulij et al. (1991) studied the influence of photoperiodicity on hatching of 

S. officinalis. These authors observed that in the absence of an external Light-Dark rhythm, the 

time to hatching increased. In BS, turbidity is high where the mean annual particulate river 

discharge has been evaluated at 650 000 t of suspended matter (Dauvin et al., 2007) in contrast 

with west coast were clarity of water is high (Dauvin et al., 2012). The higher turbidity in BS could 

then also increase incubation duration.  

3. Hatchlings growth and survival 

AC and BS hatchlings had always significantly (p < 0.05) different weight at hatching. Challier et al. 

(2005a) have already observed differences in cuttlefish juveniles between the East (BS) and West 

(AC) Cotentin coast. These authors showed that pre-recruits growth rate differed significantly in 
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inshore waters between BS and AC. They suggested the possibility of a difference in growth of pre-

recruits between these areas that may be caused by genetic variation or by environmental 

differences (such as the variability in rate flow of Seine River) affecting growth rate. Results from 

this study indicate that local environmental variations had an impact on eggs incubation and were 

correlated with hatchling characteristics. Indeed, weight distribution observed at hatching was 

found after 35 days of rearing highlighting the importance of cuttlefish initial weight. The initial 

weight of hatchlings played a major role in their growth performance and this was also reported 

by Leporati et al. (2007). Differences observed at hatching were thus maintained when juveniles 

were reared in the same biotic and abiotic conditions. Furthermore, cephalopod growth is 

exponential during the first part of their life cycle (Koueta and Boucaud-Camou, 2001; Domingues 

et al., 2006) thus applying a linear model to log transformed weight-at-age data was appropriate.  

The use of a linear model in this study was interesting for parallel growth observation between 

hatchlings from different spawning sites. In addition, no significant differences were observed in 

growth parameters (IGR, IR and CR) between sites. IR was similar to all batches indicating that 

food source had no particular effect on one group compared to another. No differences were 

observed in IGR and in CR too. IGR and CR values were consistent with those found by Koueta and 

Boucaud-Camou (1999); Domingues et al. (2002, 2006) and Sykes et al. (2003). However, a 

decrease in IGR and in CR was observed between 2008 and 2011 that was clearly related to water 

temperature decreasing. Cephalopods are poikilothermic organisms and react instantly to 

increased temperatures by raising all metabolic processes, including feeding and growth 

(Domingues et al. 2001). But decreases in IGR and in CR were similar to all batches and thus linear 

growth was appropriate all along monitoring.  

Early life stages of cephalopods are known to be a critical phase and are highly important for the 

stock renewal. Ecosystem variability affects biological parameters, such as mortality rate, life span, 

fecundity, maturity and growth and thereby affects models of population dynamics (Challier et al., 

2006). In this study survival rates were pretty high, around 90%. Similar rates were found by 

Koueta and Boucaud-Camou (2001) and Forsythe et al. (2002) between 90% and 96.7% survival 

after 35-40 days of rearing. These high survival rates are due to optimal experimental conditions 

and standardized parameters. However, lower survival rates were observed in some sites in 

specific years. Since all juveniles were reared in the same rearing structures and in the same 

conditions, means that it is unlikely that these mortality rates would be related to rearing 
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conditions. High mortalities observed for those groups are more likely related to egg quality in 

those years. Cuttlefish egg quality differs in its size, reserves content, composition and even the 

number of eggs per clutch (Boucaud and Galois, 1990; Navarro and Villanueava, 2000, 2003) from 

one year to another and from one site to another. Eggs of lower quality might produce hatchlings 

that are more easily subject to infections and diseases inducing variation in juvenile survival rates 

and thus potential site contribution to the recruited cuttlefish stock. 

 

E. Conclusion 

Spawning behavior in AC was different from the other three studied sites as egg clusters were 

found in subtidal and intertidal zones. This is probably related to habitat typology in AC but the 

possibility of a choice of a more favorable area cannot be excluded as the highest egg 

concentration was in the intertidal zone. Afterwards, a delay in spawners arrival and hatching time 

was noticed between the different sites. Indeed, spawners arrived in AC (West-Cotentin) first 

around mid April then to BS (East Cotentin) at the end of the same month followed by the English 

coast in May. The spawners arrival to coastal spawning sites was probably linked to temperature. 

Furthermore, in July, when eggs were collected, hatching was undergoing for the French sites but 

not in the English ones. English eggs were not mature enough when collected and had to be 

incubated in experimental conditions before hatching occurred. These eggs still required between 

20% to 45% of total degree-days necessary for hatching to occur when collected early in July. 

Another shift was observed between French and English Coastal spawning habitats that concerned 

egg hatching. English eggs had significantly higher hatching rates than the French ones (Table 16). 

This difference was related to spawning delay and to water incubation temperature, which is 

markedly different between the two coasts in June and July. But other factors could also be 

implicated, such as local environmental variations and pollution or yolk quality deposited by 

females in the eggs. 

A parallel growth was seen in four years monitoring between all sites with similar growth 

parameters (IGR, IR, CR) for all batches within each year. This supports the idea of a single 

population across these sites with only local environmental variables that are responsible for 

hatchlings characteristics. Moreover, weight distribution observed at hatching was found after 35 

days of rearing highlighting the importance of cuttlefish initial weight (Table 14). The initial weight 



Caractéristiques spatio-temporelles des œufs et des pré-recrues  Chapitre 1 

65 
 

was found to be related to incubation temperature in the natural environment with larger 

juveniles obtained when eggs were incubated in colder waters. Finally, juvenile survival rates were 

high around 90% in all sites except for two episodes of high mortalities that were localised to a 

specific site and year.  

 

Table 14: Summary of results on hatching rate, growth and survival of cuttlefish Sepia officinalis L. in its 
early life stages in different spawning sites of the English Channel. HR: is the mean hatching rate (%), IGR: 
is the instantaneous growth rate (% bodyweight/day), WD1 and WD35: are the initial (WD1) and the final 
(WD35) juvenile weight (g) and SR: is the survival rate (%). 

 

Early life stages of S. officinalis with embryonic and post-embryonic development in spawning 

grounds are major components of the life cycle as they represent the basis of cuttlefish stock 

renewal. Spatial and temporal variations in hatching time and rate along with juvenile survival 

could impact the potential site contribution to the cuttlefish recruited stock and its distribution. 

Increased knowledge into these patterns can help to better understand inter-annual fluctuations 

in the stock and to identify critical periods or spawning sites that should be protected to maximize 

recruitment to the stock. 
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III. EFFETS DE LA TEMPERATURE SUR LA CROISSANCE DES PRE-RECRUES. 

A. Introduction 

L’étude des caractéristiques des œufs et des juvéniles de seiche à l’éclosion, (Chapitre 1-II) a 

permis de mettre en évidence la présence d’une variabilité spatio-temporelle dans le taux 

d’éclosion des œufs, le poids des juvéniles à l’éclosion ainsi que le taux de survie de ces derniers 

au cours de certaines années et dans des sites précis. Parmi les paramètres abiotiques du milieu, 

seul la température a montré un effet significatif sur la période d’incubation des œufs et les 

caractéristiques des juvéniles à l’éclosion.  

Le but de cette étude était de s’intéresser aux pré-recrues dans le milieu naturel pour vérifier la 

présence ou non de variabilité dans leurs performances de croissance. Cette étude est la 

continuité de l’approche faite aux premiers stades de vie de la seiche et permet de comprendre 

comment la variabilité spatio-temporelle des facteurs biotiques et abiotiques peut influencer la 

croissance des juvéniles.  

Pour atteindre cet objectif, des collectes de pré-recrues ont été effectuées sur plusieurs sites de 

ponte pour la comparaison des poids et l’estimation des taux de croissance. De plus, une approche 

expérimentale a été réalisée pour illustrer l’impact du facteur température sur les performances 

de croissance des pré-recrues. 

 

B. Matériel et méthodes 

1. Matériel biologique  

Récolte des pré-recrues  

Pour étudier les pré-recrues de seiche dans les différents sites de ponte, il a été nécessaire de faire 

des pêches expérimentales avec des petits chalutiers (12-15 m, maillage utilisé < 80 mm) 

permettant la capture de juvéniles dans les zones côtières (< 3 milles) de poids inférieur à celui des 

seiches recrutées (< 100 g). Les échantillonnages ont eu lieu à l’automne, avant la migration des 

pré-recrues vers le centre de la Manche. Trois aires de ponte ont été étudiées dont deux sur les 
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côtes françaises [Ouest Cotentin (AC) et Baie de Seine(BS), septembre 2010 et novembre 2011] et 

une sur les côtes anglaises [Torbay (TB), décembre 2010 et 2011].  

Les échantillons collectés sont individualisés dans des sachets puis couverts de glace pilée pour le 

transport jusqu’au laboratoire. Le poids (g) et la taille (cm) de chaque individu sont mesurés puis 

les échantillons sont congelés à -80°C pour des analyses biochimiques ultérieures. 

Collecte des œufs pour l’élevage expérimental 

Des œufs de seiche ont été collectés sur les deux sites français (AC et BS) en 2011 avec le même 

protocole que celui décrit précédemment dans le chapitre 1-II-B.2.  

2. Conditions d’élevage et expérimentation 

Les juvéniles utilisés pour cette expérimentation proviennent des mêmes lots (AC et BS) que ceux 

utilisés pour le suivi de croissance (Chapitre 1-II-B.3) en 2011. Dans chaque lot, 2 groupes de 30 

seiches (un duplicat de chaque condition) a été effectué. Les groupes de juvéniles d’AC, qui sont 

plus petits à l’éclosion (Chapitre 1-II-C.2) que ceux de BS, sont maintenus durant 35 jours d’élevage 

à une température d’1°C supérieure à ceux des groupes de juvéniles de BS. Cette différence de 

température correspond à la différence moyenne de température entre les deux sites. 

Système d’élevage et paramètres de l’eau 

Les élevages ont été effectués dans un système semi-fermé qui permet de contrôler les 

paramètres de l’eau des bacs, tout en renouvelant plus de 80% de celle-ci par jour. Pour le 

système d’élevage, deux grands bacs en PVC (0.80 x 0.60 x 0.25 m) ont été utilisés pour les deux 

conditions, soit 1 bac pour chaque site (Figure 13). Dans chacun des bacs, une sonde 

thermorégulatrice (Newatt, 25 W) a été installée ainsi qu’une pompe (NJ 400 Aquarium systems), 

permettant de créer un courant (120 Litres/heure) dans le bac de façon à homogénéiser la 

température de l’eau. Une arrivée d’eau de mer est filtrée mécaniquement grâce à des filtres en 

mousse mais aussi biologiquement grâce à la présence de coquilles d’huîtres (développement de 

bactéries dénitrifiantes) au fond des bacs. Ces bacs ont été préparés une semaine avant 

l’installation des juvéniles de seiche de façon à stabiliser le système avant l’élevage et de 

permettre à la flore microbienne de se développer. Deux bacs rectangulaires (0.5 x 0.3 m, 0.2 mm 

de maillage) ont ensuite été installés dans chacun des bacs en PVC pour le duplicat de chaque site. 
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Figure 13: Schéma du système d’élevage utilisé pour avoir deux bacs avec les mêmes conditions 
abiotiques et la température de l’eau comme seul facteur différent. AC : Bac d’Agon Coutainville 
(température d’élevage : 20.5 ± 0.7°C), BS : Bac de Baie de Seine (température d’élevage : 19.4 ± 0.6°C). 

 

Aliment utilisé 

Des crevettes grises Crangon crangon congelées et triées par taille et par poids (Chapitre 1-II-B.3) 

ont été utilisées pour les élevages. Ceci permet d’éliminer tout biais entre les lots dus à des 

quantités d’aliments différentes. 

3. Paramètres de croissance 

La quantité d’aliment, non ingérée par les lots de seiche, est pesée quotidiennement  et 10 

individus par site sont prélevées et pesées chaque semaine pour le suivi de la croissance. Les 

mesures de poids de seiche et d’aliment non ingéré permettent ensuite la détermination des 

divers paramètres de croissance. Le TCI (% poids de la seiche/ jour), le taux d’ingestion (TI, % poids 

de la seiche/ jour) et le taux de conversion (TC, %) ont été calculés comme décrit dans le Chapitre 

1-II-B.3). 
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4. Données de température  

Les données de température côtières proviennent des données du SMEL (Agon Coutainville, Ouest 

Cotentin) et du SOMLIT (Luc sur mer, Baie de Seine) sur la période de juillet à décembre 2010 et 

2011. Pour calculer, la moyenne de la température des eaux côtières durant lesquelles les pré-

recrues se sont développées, nous avons pris l’ensemble des données de température entre le 15 

juillet et la date de collecte des pré-recrues. Le 15 juillet correspond à la date où une grande partie 

des œufs collectés dans le milieu naturel ont éclos en milieu expérimental. 

Pour le suivi d’élevage, une sonde de température était installée dans chaque bac et des relevés 

quotidiens de température étaient effectués. La différence de température entre les deux bacs sur 

35 jours d’élevage était de 1.1 ± 0.3°C. La température moyenne pour le site de BS était de 19.4 ± 

0.6°C et celle d’AC de 20.5 ± 0.7°C (Figure 14). 

 

Figure 14: Suivi quotidien des températures de l’eau des bacs d’élevage. BS : Température du bac des 
juvéniles provenant de Baie de Seine, AC : Température du bac des juvéniles provenant d’Agon 
Coutainville. 

5. Analyses statistiques 

Pour les tests statistiques, les tests préliminaires de normalité et d’homoscédasticité ont permis 

l’utilisation des méthodes de comparaison paramétriques. Les poids et les paramètres de 

croissance ont été comparés avec une analyse des variances (ANOVA simple ou à deux facteurs 

pour la comparaison des sites et des stades) en utilisant le logiciel « R statistical software ». Quand 

des différences étaient présentes, un test post hoc Tukey a été réalisé pour déterminer les 

différences entre les groupes (p<0.05).  
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C. Résultats 

1. Caractéristiques des pré-recrues récoltées 

Les pré-recrues récoltées début septembre 2010 (Figure 15A) en BS (08-09-10) étaient plus petites 

(p < 0.05) que celles récoltées à AC le 09 septembre et de celles récoltées à TB le 03 décembre 

2010. Ces dernières n’étant pas différentes (p > 0.05) de celles d’AC. En 2011 (Figure 15B), aucune 

différence significative (p > 0.05) n’a été observée dans les poids des seiches des trois sites 

étudiés. La comparaison entre 2010 et 2011 a montré que les poids des pré-recrues de TB (du 03 

décembre 2010) n’étaient pas différents (p > 0.05) de ceux des trois sites en 2011. 

 

Figure 15 : Poids (g) des pré-recrues de seiche collectées dans différents sites de ponte en 2010 (Graphe 
A) et en 2011 (Graphe B). Les sites de ponte étudiés sont : BS : Baie de Seine, AC : Agon Coutainville et 
TB : Torbay. Les significativités sont étudiées entre sites dans une même année et entre les deux années. 
Les barres ne portant pas la même lettre sont significativement différentes (p<0.05). 
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La température côtière moyenne entre le 15 juillet et le 9 septembre 2010 était de 0.7°C 

supérieure à AC comparativement à BS (Tableau 15). En 2011, aucune différence de température 

n’est mise en évidence entre les deux sites, pour une moyenne de température calculée du 15 

juillet au 4 novembre. 

Tableau 15: Température moyenne de l’eau côtière (°C) entre le 15 juillet et la date de collecte des pré-
recrues en 2010 et en 2011. Les sites étudiés sont : BS : Baie de Seine et AC : Agon Coutainville. 

 

 

2.  Effets d’un degré de température sur la croissance des juvéniles  

Deux lots de juvéniles, dont l’un provient d’AC et l’autre de BS, ont été utilisés pour tester les 

effets de l’augmentation d’un degré de la température de l’eau d’élevage, sur la croissance des 

juvéniles d’AC comparativement à ceux de BS (Figures 16A à 16D). Une différence significative (p < 

0.05) est à noter entre les deux sites à l’éclosion (Figure 16A) où les nouveaux nés du site de BS 

sont significativement plus gros que ceux d’AC. Après une semaine d’élevage à une température 

supérieure d’1°C pour les juvéniles d’AC, cette différence disparaît. On note en même temps une 

légère diminution des poids des juvéniles provenant de BS à 7 jours post-éclosion et à l’inverse 

une faible augmentation des poids de ceux d’AC. L’absence de différences significatives (p > 0.05) 

entre les deux lots se maintient après 14 et 21 jours post-éclosion. Des différences significatives (p 

< 0.05) apparaissent à partir du 28ème jour où les juvéniles d’AC sont plus gros (p < 0.05) que ceux 

de BS, ceci se maintient après 35 jours d’élevage. Les taux de croissance instantanés (TCI) sont 

significativement (p < 0.05) supérieurs pour les juvéniles d’AC à 7 et 14 jours post-éclosion 

comparés à ceux de BS (Figure 16B). La différence des TCI n’est plus visible ensuite entre les 

juvéniles des deux sites. Le profil du TCI présente, pour les deux lots étudiés, une augmentation 

entre 7 et 21 jours post éclosion puis une diminution jusqu’à 35 jours. Le profil des taux 

d’ingestion (TI) sur l’ensemble de la période d’élevage montre de faibles variations dans les 

quantités d’aliments ingérées par les juvéniles de seiche, avec des valeurs oscillant entre 10 et 

15% du poids des seiches/ jour (Figure 16C).  

BS AC

2010 18.7 ± 1.3 19.4 ± 0.7

2011 17.4 ± 1.8 17.4 ± 1.7

Sites
Année
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Figure 16: Suivi des paramètres de croissance de juvéniles de seiche provenant de deux sites différents 
(BS : Baie de Seine et AC : Agon Coutainville). Les seiches d’AC sont élevées à 1°C de plus que celles de BS 
pendant 35 jours d’élevage. A- Croissance pondérale des juvéniles, B- Taux de croissance instantané (% 
poids des seiches/ jour), C- Taux d’ingestion (% poids des seiches/ jour) et D- Taux de conversion des 
aliments (%). Les barres ne portant pas la même lettre sont significativement différents (p < 0.05). 

 

Cependant, les juvéniles d’AC présentent deux valeurs de TI supérieures (p < 0.05) à celle des 

juvéniles de BS à 7 et 21 jours post-éclosion. Quant aux taux de conversion des aliments (TC), des 

différences significatives (p < 0.05) sont observées sur toute la période de suivi, à l’exception du 

14ème et du 28ème jour (Figure 16D). A 7 jours post éclosion, le TC des juvéniles de BS est inférieur 
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(p< 0.05) à celui des juvéniles d’AC. Ensuite, à 14 jours, la différence disparaît entre les deux sites 

puis une inversion dans les TC est observée à 21 jours. A 28 jours post éclosion, la différence 

disparaît à nouveau entre les deux sites avant de réapparaitre à 35 jours.  

 

D. Discussion 

Les pré-recrues d’AC et de BS récoltées dans les sites de ponte côtiers en 2010 et 2011 ont montré 

une différence importante par rapport aux observations faites en milieu expérimental. En effet, les 

suivis expérimentaux (Chapitre 1-II) sur plusieurs saisons ont révélé un poids de juvéniles d’AC à 

l’éclosion significativement inférieur (p < 0.05) à celui des juvéniles de BS. Cette différence de 

poids est due aux températures d’incubation des œufs dans le milieu naturel (Chapitre 1-II). Avec 

un taux de croissance similaire, le poids des juvéniles à l’éclosion se maintenait après 35 jours 

d’élevage en milieu contrôlé. Cependant, dans le milieu naturel, nous avons observé une inversion 

des rapports de poids chez les pré-recrues de ces deux sites en 2010, et des poids identiques en 

2011.  

En 2010, la température des eaux côtières à AC était en moyenne de 0.7°C supérieure à celle 

mesurée en BS. Cette différence de température a probablement induit un taux de croissance 

supérieur chez les pré-recrues d’AC par rapport à celles de BS. L’augmentation de température 

s’accompagne d’une augmentation de la croissance des seiches avec un taux de croissance plus 

important (Domingues et al., 2001 ; Forsythe et al., 2002 ; Grigoriou et al., 2004). En 2011, la 

température moyenne sur la période de croissance des pré-recrues était identique entre les deux 

sites ce qui pourrait indiquer une croissance similaire, d’ou l’absence de différences dans les poids 

des pré-recrues. Toutefois, le poids des juvéniles de BS à l’éclosion est significativement supérieur 

à celui des juvéniles d’AC (Chapitre 1-II). En ayant une croissance similaire avec des températures 

moyennes identiques, les pré-recrues de BS auraient due être plus grosses (Leporati et al., 2007 ; 

Chapitre 1-II). Le fait que les pré-recrues de ces deux sites avaient un poids similaire en 2011 

indique donc une croissance légèrement plus importante pour les pré-recrues dans le site d’AC. 

Ceci serait dû à un autre facteur que la température tel que la qualité des proies du milieu. En 

effet, la qualité de l’aliment joue sur le taux de croissance des seiches (Domingues et al., 2001 ; 

Correia et al., 2008).  
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La variabilité du taux de croissance entre ces deux sites (i.e. BS et AC) a déjà été observée par 

Challier et al. (2005a). Ces auteurs ont effectué des échantillonnages de pré-recrues sur les côtes 

Est et Ouest Cotentin (respectivement, BS et AC) sur deux années (2000 et 2002) et ont noté des 

différences de taux de croissance chez les pré-recrues. En 2000, le taux de croissance des pré-

recrues d’AC était supérieur à celui de BS, néanmoins une inversion a lieu en 2002. De plus, le taux 

de croissance des pré-recrues à AC était stable entre les années mais pas celui des pré-recrues de 

BS. Cette variabilité est liée aux variations de débit de La Seine qui modifie la température et la 

salinité de l’eau en BS. Donc la croissance des pré-recrues peut varier entre les deux sites (i.e. BS 

et AC), et le taux de croissance est lié à la température de l’eau mais aussi à d’autres facteurs du 

milieu tels que la qualité des proies ou la salinité. Quant aux pré-recrues récoltées à TB en 

décembre 2010 et 2011, le poids des individus n’était pas significativement différent entre les 

deux années. Ce résultat est intéressant puisqu’il indiquerait une stabilité interannuelle des 

paramètres de croissance dans ce site.  

Nous avons trouvé utile de tester les effets d’une augmentation de la température d’un degré sur 

la croissance des nouveau-nés d’AC comparativement à ceux de BS. Partant d’un poids à éclosion 

pour les juvéniles d’AC significativement (p < 0.05) inférieur à celui des juvéniles de BS, nous avons 

observé une disparition des différences à partir du 7ème jour post-éclosion puis une inversion 

significative des rapports de poids à partir du 28ème jour post-éclosion entre les deux sites. Donc un 

degré de différence dans la température de l’eau peut avoir un effet significatif sur la croissance 

des juvéniles et ce, dès la fin du premier mois post-éclosion. Cette différence de croissance se 

traduit par des paramètres qui diffèrent entre les sites. La moyenne du TCI sur 35 jours d’élevage à 

AC était 1,3 fois supérieur à celui de BS (respectivement, 7.2 ± 0.03 et 5.4 ± 0.22 (% poids 

seiche/jour)). Ce TCI différent est la résultante d’un TI 1,2 fois supérieur à AC par rapport à BS 

(respectivement, 13.3 ± 0.14 et 11.8 ± 0.03 % poids seiche/jour) et d’un TC 1,3 fois plus important 

à AC qu’à BS (respectivement, 8.7 ± 0.42 et 6.9 ± 0.17 %). Forsythe et al. (2002) ont testé l’effet de 

deux températures (17 et 25°C) sur les paramètres de croissance et ont trouvé des TCI 

(respectivement 3.5 et 8.4 % poids seiche/jour) et TI (respectivement 8.9 et 21.4 % poids 

seiche/jour) proches des nôtres. Avec 8°C de différence entre les deux conditions, ces auteurs 

enregistrent une augmentation d’un facteur 2,5 alors que nous notons un facteur 1,3 avec 

seulement un degré de différence. Ceci peut être dû à la tranche de température étudiée. En effet, 

Grigoriou et al. (2004) ont testé aussi deux températures différentes (11 et 19°C) avec 8°C de 
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différence mais enregistrent un facteur (x 5) du TCI et un facteur (x 3) du TI entre les deux 

conditions. La moyenne des paramètres de croissance expérimentaux, sur 35 jours post-éclosion, 

nous a permis d’expliquer l’inversion des poids des pré-recrues observés en 2010. Les résultats 

expérimentaux confirment l’étroite relation entre la température du milieu et la croissance des 

pré-recrues. 

L’étude détaillée des paramètres de croissance expérimentaux (par semaine), permet de relever 

des points intéressants, notamment les différences entre les deux sites au 7ème et au 21ème jour 

post éclosion. En effet, au 7ème jour post-éclosion, le TCI et le TC calculés pour les juvéniles d’AC 

sont respectivement 20 et 15 fois supérieurs à ceux trouvés pour les juvéniles de BS. Cette 

différence est due en partie à la température et au fait que le TI des juvéniles d’AC soit 

significativement supérieur. Mais la différence entre les deux sites pour le TI n’est que d’un facteur 

(x 1,2), ce qui n’explique pas les facteurs 15 à 20 fois supérieurs. Dans les premiers jours post-

éclosion, les juvéniles finissent de digérer leur vitellus interne et commencent en parallèle 

l’alimentation exogène (Boucaud-Camou et al., 1985 ; Boucher-Rodoni et al., 1987). La différence 

dans le TCI et le TC entre les deux sites peut être une résultante d’une variation dans la qualité ou 

la quantité de vitellus interne, qui cumulée avec le début de l’alimentation exogène peut induire 

des différences plus importantes entre les sites. De même, au 21ème jour post-éclosion, on observe 

un TI significativement (p < 0.05) supérieur chez les juvéniles d’AC en comparaison à BS, et en 

même temps, un TCI équivalent entre les deux sites, voir légèrement supérieur pour BS. Par 

conséquent, un TC significativement (p < 0.05) supérieur pour les juvéniles de BS comparé à ceux 

d’AC. Donc même avec un métabolisme accéléré pour AC avec une température d’élevage 

supérieure d’un degré, de meilleures performances sont observées chez les juvéniles de BS au 

21ème jour post-éclosion. Ceci pourrait refléter des performances physiologiques qui varient entre 

les sites.  

Au cours du premier mois post-éclosion, le système digestif mature (Yim et Boucaud-Camou, 

1980). Le début de l’alimentation exogène déclenche la maturation des cellules digestives et 

notamment la synthèse des « boules » (vésicules protéiniques contenant des enzymes digestives) 

(Yim et Boucaud-Camou, 1980). La digestion, initialement à prédominance intracellulaire acide 

devient extracellulaire alcaline après un mois de maturation de la glande digestive (Perrin et al., 

2004). La différence au 21ème jour entre les deux sites peut être une résultante de cette 

maturation qui se ferait plus rapidement chez les juvéniles de BS par rapport à ceux d’AC dans la 
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première phase du développement jusqu’à 21 jours post-éclosion. Nous relevons que le TC des 

juvéniles d’AC est significativement (p< 0.05) supérieur à l’éclosion par rapport à celui de BS. Mais 

entre 7 et 21 jours, on va avoir une inversion entre les deux sites dans le TC, avec perte de 

significativité après 14 jours et inversion significative (p < 0.05) au 21ème jour. 

E. Conclusion 

La croissance des pré-recrues varie selon les sites et les années. Ces variations sont liées aux 

paramètres environnementaux avec un impact important de la température de l’eau dans laquelle 

les juvéniles vivent. La comparaison des poids des deux sites français (AC et BS) a montré une 

étroite relation entre la distribution des poids observés  et la température de l’eau. Une 

augmentation de température induit une augmentation du taux de croissance. Pour pouvoir 

estimer l’impact de 0.7°C de différence moyenne entre les deux sites (moyenne température en 

2010) sur la croissance des pré-recrues, nous avons mené une approche expérimentale avec des 

nouveau-nés d’AC et BS, élevés avec 1°C de différence. Cette approche nous a permis de constater 

qu’un degré de différence induit une inversion des rapports de poids dès la fin du premier mois 

post-éclosion. Cette inversion est la résultante, d’une part du métabolisme accéléré avec la hausse 

de température, illustrée par l’augmentation du TCI, du TI et du TC, et d’autre part en raison des 

performances physiologiques qui diffèrent chez les nouveau-nés et qui résultent des conditions 

d’incubation des œufs dans les sites. En effet, la maturation du système digestif des juvéniles de 

BS se ferait plus rapidement, au premier mois post-éclosion, que ceux du site d’AC. Cette dernière 

constatation a pu être relevée grâce à l’approche expérimentale et doit être confirmée avec 

l’étude de la maturation du système digestif des nouveau-nés en fonction de leur site de 

provenance. 
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IV. CONCLUSION 

Ces études ont mis en évidence des variations spatio-temporelles des caractéristiques des 

premiers stades de vie de la seiche en Manche.  

Dans les œufs, une différence est marquée au niveau des taux d’éclosion entre les côtes françaises 

et anglaises. Les pourcentages d’éclosion sont significativement supérieurs sur les côtes anglaises 

(Figure 17). Mais un décalage est observé entre les deux côtes dans la période d’éclosion, avec des 

éclosions plus tardives pour les sites anglais. Ce décalage est d’une part, lié à la température 

d’incubation des œufs qui est plus faible dans les sites anglais durant la période d’incubation. Les 

œufs dans les sites anglais ont besoin donc de plus de temps pour atteindre le nombre de degrés 

jours nécessaire pour les éclosions. Et d’autre part, ce décalage peut être dû à un décalage de la 

période de ponte (arrivée des femelles à la côte), entre les côtes françaises et anglaises. Ceci est 

observé entre les deux sites français où les pontes commencent en premier à AC avec 1 ou 2 

semaines d’avance par rapport à BS.  

Chez les nouveau-nés, une distribution de poids stable est remarquée au niveau des deux sites 

français et une distribution variable pour les sites anglais. En effet, sur quatre années de suivi pour 

les sites français, quelque soit la zone de récolte des œufs (intertidal/subtidal), les juvéniles à 

éclosion de BS (0.24g en moyenne sur les années de suivi) sont significativement plus gros que 

ceux d’AC (0.20 g). Au niveau des côtes anglaises, la distribution des poids est similaire entre les 

deux sites (TB et SE, 0.22 g en moyenne à éclosion) mais variable par rapport aux sites français. Les 

poids des juvéniles de TB et SE sont intermédiaires à ceux de BS et d’AC en 2009 et en 2010 et 

supérieurs en 2011. Ces distributions de poids à l’éclosion se sont révélées importantes pour la 

compréhension des poids après 35 jours d’élevage en milieu expérimental, dans les mêmes 

conditions biotiques et abiotiques. Car n’ayant pas de différences dans les performances de 

croissance, ces distributions sont retrouvées après 35 jours d’élevage. En se basant sur ces 

résultats et ceux de la littérature, ces différences auraient pu être retrouvées jusqu’à l’âge adulte 

si les juvéniles sont maintenus dans les mêmes conditions d’élevage. Une telle variabilité observée 

dans le milieu naturel se traduirait par une entrée plus rapide des pré-recrues de BS dans le stock 

de seiche en Manche suivi par celles des deux sites anglais (ou inversement selon les années et la 

distribution des poids à l’éclosion) et enfin par les pré-recrues d’AC.  
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Figure17: Schéma récapitulatif des principaux résultats obtenus sur les variations spatio-temporelles des 
caractéristiques des œufs et des juvéniles de seiche en Manche. 
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La croissance des pré-recrues était variable spatialement (entre BS et AC) et temporellement 

(entre 2010 et 2011) (Figure 17). La distribution des poids observée en milieu expérimental 

s’inverse en milieu naturel avec les pré-recrues d’AC étant similaires à celles de BS ou 

significativement plus grosses. Le site d’AC fournirait donc des conditions de croissance plus 

favorables pour les pré-recrues. De meilleures performances de croissance dans ce site induit un 

recrutement plus rapide des pré-recrues d’AC. Toutefois, il faut augmenter le nombre 

d’échantillonnage et le nombre d’années de suivi des pré-recrues dans les différents sites. Ceci 

permettra de confirmer nos observations sur un recrutement plus tôt des pré-recrues d’AC 

comparé à celles de BS et de pouvoir aussi les comparer avec les pré-recrues des sites anglais. 
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I. INTRODUCTION 

A. Les organes digestifs chez Sepia officinalis 

1. Anatomie de l’appareil digestif de la seiche 

 

Figure 18: Anatomie de l’appareil digestif de la seiche, Sepia officinalis L. AGD : Appendice de la glande 
digestive, C : Caecum, E : Estomac, GD : Glande digestive, GSP : Glandes salivaires postérieures, I : 
Intestin, MB : Masse buccale, OE : Œsophage. (Photo personnelle et figure d’après Bidder, 1966). 

Chez les céphalopodes, le tractus digestif est en forme de U. La branche descendante (ou partie 

antérieure  de l’appareil digestif) inclue l’œsophage, la glande digestive et l’estomac alors que la 

branche ascendante (ou partie postérieure de l’appareil digestif) regroupe le caecum et l’intestin 

(Boucaud-Camou et Boucher-Rodoni, 1983) (Figure 18). Chez la seiche, la première partie de 

l’appareil digestif est constituée par la masse buccale qui se trouve à l’intérieur du cercle formé 

par les bras. Le ganglion buccal et les glandes salivaires antérieures sont plus ou moins intégrés 
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dans la masse buccale. De ce complexe part ensuite l’œsophage, long et mince, qui traverse le 

crâne cartilagineux et le système nerveux central, puis passe dorsalement  entre les deux lobes de 

la glande digestive et débouche sur l’estomac. A la suite de l’estomac se trouve le caecum spiral, 

les appendices  de la glande digestive, puis l’intestin qui s’ouvre par l’anus dans la cavité palléale. 

Les appendices de la glande digestive relient la glande au caecum et à l’intestin. Enfin, les glandes 

salivaires postérieures, qui déversent leurs sécrétions dans la masse buccale, sont situées 

dorsalement juste à la base du crâne, contre la glande digestive (Boucaud-Camou, 1973 ; Boucaud-

Camou et Boucher-Rodoni, 1983). 

 

2. Les étapes de la digestion 

La digestion débute dès le bulbe buccal qui sert à déchiqueter les proies mécaniquement mais 

aussi à l'aide d'enzymes sécrétées par les glandes salivaires postérieures. La nourriture transite 

ensuite par l'œsophage vers l'estomac. Les débris non digérables sont directement évacués vers 

l'intestin. L'estomac, très musculeux, continue de broyer les aliments qui, de plus, subissent 

l'action des enzymes massivement sécrétées par la glande digestive (digestion extracellulaire). 

L'absorption des petites molécules se déroule ensuite dans la glande digestive, les appendices de 

la glande digestive et le caecum. Quant aux grosses molécules, ces dernières sont capturées par 

pinocytose au niveau des cellules de la glande digestive puis sont digérées de manière 

intracellulaire sous forme d’hétérophagosomes. Pour cela, une partie du liquide nutritif contenu 

dans le caecum remonte vers les appendices de la glande digestive et vers la glande digestive 

grâce à un système de sphincters. Les résidus issus de la digestion intracellulaire forment des corps 

bruns qui sont évacués ensuite par l'intestin (Boucaud-Camou et Boucher-Rodoni, 1983). 

 

3. La glande digestive: organe clé du système digestif 

La glande digestive est composée de tubules glandulaires dont les plus larges se terminent dans de 

larges lumières qui débouchent ensuite dans les conduits digestifs. Les tubules sont formés par un 

épithélium glandulaire unistratifié qui se trouve sur une gaine mince richement vascularisée et 

innervée de tissus musculaires et conjonctifs (Boucaud-Camou et Boucher-Rodoni, 1983). La 

glande digestive chez la seiche, et plus généralement chez les céphalopodes, joue un rôle 
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important dans les processus digestifs tels que la production de la plupart des enzymes digestives 

ainsi que le stockage de nutriments et de lipides (Boucaud-Camou et Roper, 1995 ; Martinez et al., 

2011). Les secrétions d’enzymes et le stockage sont assurés par les cellules digestives formant 

l’épithélium glandulaire des tubules. Ces cellules assurent donc plusieurs fonctions et leur aspect 

est différent selon le stade de maturation ou de digestion de la seiche (Figure 19). Ainsi, une seule 

et même cellule, assure les fonctions de synthèse et de sécrétion d'enzyme, mise en réserve de 

lipides, ainsi que d'absorption, digestion et d'excrétion (Boucaud-Camou et Boucher-Rodoni, 1983) 

Chez Sepia officinalis, on retrouve quatre variantes issues d’un seul type de cellule digestive 

(Figure 19). 

 

Figure 19: Types morphologiques de la cellule digestive de Sepia officinalis (Yim et Boucaud-Camou, 
1980). Les flèches indiquent le passage d'un type de cellule à un autre. 
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Ces quatre variantes peuvent être subdivisées en deux catégories de cellules : 

- Les Cellules « jeunes » : qui ne présentent pas d’inclusions et regroupent donc les cellules 

immatures, les cellules élaboratrices et les cellules au repos ((Figure 19). 

- Les cellules à « boules » : qui sont caractérisées par leurs inclusions « boules » (Figure 19 

et 20). Ce sont des inclusions protéiniques des cellules digestives caractérisant la plupart 

des céphalopodes (Boucaud-Camou et al., 1985). 

Dans cette dernière catégorie cellulaire, on distingue différentes évolutions cellulaires qui 

marquent les phases de la digestion et témoignent des différentes étapes physiologiques. Après 

développement de la cellule élaboratrice où s’effectue la synthèse des « boules », la cellule à 

boule « sécrétrice » (Figure 20) se caractérise par de nombreuses boules volumineuses dont le 

produit est évacué dans la lumière des tubules. Ensuite, cette cellule « sécrétrice »  évolue en une 

cellule « absorbante » (Figure 20) marquée par de gros hétérophagosomes (vacuoles digestives) 

et de petites boules moins nombreuses puis apparaît progressivement le stade final des  cellules 

« excrétrices » (Figure 20) avec la formation des corps bruns et leur libération dans la lumière des 

tubules (Yim, 1978 ; Boucher-Rodoni, 1981 ; Perrin, 2004). La présence de boules peut donc être 

observée dans les différentes phases de la cellule digestive. (Boucher-Rodoni, 1981). 

B. Les enzymes digestives chez la seiche 

1. Nature et action des enzymes digestives 

La majeure partie des enzymes digestives chez la seiche est de nature protéolytique: trypsine, 

chymotrypsine, protéases totales acides (Boucaud-Camou, 1974 ; Mangold, 1989a). Ces 

peptidases sont des enzymes qui brisent les liaisons peptidiques des protéines et assurent donc 

l’hydrolyse de ces molécules en petits peptides (Boucaud-Camou, 1973). Ces activités sont 

primordiales chez la seiche, et plus largement chez les céphalopodes, qui ont un métabolisme basé 

sur les protéines et acides aminés (O’Dor et Wells, 1987 ; Lee, 1994 ; Villanueva et al., 2002). Des 

activités non protéolytiques sont également présentes comme celles d'amylases (enzymes 

hydrolysant les polysaccharides), de lipases, d'estérases, de phosphatases acides et alcalines 

(Boucaud-Camou, 1974). Les lipases et les estérases sont des enzymes capables d’hydrolyser des 

fonctions esters avec une action plus spécifique pour les lipases en ciblant les lipides. Quant aux 
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phosphatases acides et alcalines, ces dernières catalysent l’hydrolyse de liaisons esters en retirant 

des groupements phosphates (déphosphorylation) de nombreuses molécules.  

 

Figure 20: Les différentes phases de digestion ou étapes physiologiques des cellules à « boules » de la 
glande digestive de Sepia officinalis L. (d’après Boucaud-Camou et Boucher-Rodoni, 1983). Cellules 
sécrétrices : exocytose, élimination des boules ; Cellules absorbantes : endocytose, formation des 
hétérophagosomes ; Cellules excrétrices : formation du "corps brun". (Photos personnelles, objectif x 40 
et x 100, coloration au trichrome de Prenant-Gabe)  
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2. Localisation de ces enzymes dans les principaux organes digestifs 

La glande digestive est la plus importante source d’enzymes digestives chez Sepia officinalis en 

tant qu’organe principal de synthèse mais aussi d’absorption (Boucaud-Camou et al., 1985). Cet 

organe concentre à lui seul 65% de l’activité trypsine, 20 % de l’activité de la chymotrypsine, 64% 

des activités protéasiques totales acides et 20% des phosphatases acides (Tableau 16) comparé 

aux autres organes du système digestif (i.e. oesophage, glandes salivaires postérieures, appendice 

de la glande digestive, caecum, estomac, intestin) (Perrin, 2004). La glande digestive est  

principalement responsable de la digestion dans l’estomac et dans le caecum. L’activité 

protéolytique, prédominante dans cet organe, est due essentiellement à des enzymes de type 

cathepsine et trypsine dont les « boules » seraient le principal support. Les activités de type 

trypsique et chymotrypsique sont sécrétées (digestion extracellulaire) alors que les cathepsines, 

reflètent la digestion intracellulaire (Boucaud-Camou et Yim, 1980). Ce processus ancestral de 

digestion intracellulaire, comme chez d’autres mollusques, est maintenu dans la glande digestive 

chez Sepia officinalis (Boucaud-Camou et Boucher-Rodoni, 1983). La glande digestive sécrète aussi 

des amylases et des lipases et se révèle riche en autres enzymes lytiques telles que les estérases et 

les phosphatases acides et alcalines (Boucaud-Camou, 1974). La phosphatase alcaline a une 

localisation préférentielle aux zones de transfert de molécules. Cette enzyme est décelée au 

niveau de la bordure en brosse de la glande (Boucaud-Camou, 1973). La phosphatase acide quant 

à elle, est une enzyme caractéristique des lysosomes (Boucaud-Camou, 1973) et sa répartition est 

ubiquiste dans les différents organes du système digestif (Tableau 16). 

Tableau 16 : Localisation des activités de la trypsine, chymotrypsine, protéases totales acides et 
phosphatases acides dans les différents organes du système digestif de la seiche (D’après Perrin, 2004). 
AGD : Appendices de la glande digestive, GD : Glande digestive, GSP : Glandes salivaires postérieures. 
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Perrin (2004) a montré que la glande salivaire postérieure (GSP) joue aussi un rôle important 

puisque cet organe concentre 56% de l’activité chymotrypsine totale. Ces enzymes interviennent 

dès la capture des proies grâce aux sécrétions de la GSP. Quant aux appendices de la glande 

digestive (pancréas), elles ne manifestent que de très faibles activités amylasiques et 

protéolytiques (7% trypsine, 8% chymotrypsine et 10% protéases totales acides). Leur rôle dans la 

sécrétion d’enzymes digestives est négligeable à côté de celui de la glande, surtout  en prenant en 

compte les masses respectives des deux organes. Les phosphatases acides et alcalines sont 

présentes surtout au niveau de l’épithélium interne de cet organe. Finalement, des activités 

enzymatiques sont aussi retrouvées au niveau de l’œsophage et de l’intestin (Tableau 16). 

 

C. Maturation de la glande digestive chez les juvéniles de seiche au premier 

mois post-éclosion  

A l'éclosion, les seiches juvéniles sont des adultes en miniature (Mangold, 1989a). Cependant, 

certaines fonctions ne sont pas encore pleinement matures. Le système nerveux n'est pas 

complètement développé comme le montre Dickel et al. (2001) dans son étude sur la mémoire. 

L'appareil reproducteur est juste une ébauche dont la différenciation cellulaire débute à l'éclosion 

(Lemaire et Richard, 1970) et dont la maturation dépend de la lumière et de la photopériode 

(Richard, 1971). Quant à la glande digestive, elle est à l’éclosion très différente de celle de 

l’adulte : complètement incolore, elle se présente sous forme de deux petites masses de tubules 

glandulaires situées contre le volumineux sac vitellin interne (Figure 21). Les cellules glandulaires 

qui les composent sont toutes semblables et d'un seul type (Yim, 1978).  

La digestion du vitellus interne se fait dans les premiers jours post-éclosion (Boucher-Rodoni et al., 

1987). Cette digestion s’effectue via l’absorption du vitellus par les cellules digestives en formation 

puis par une digestion intracellulaire par le système endolysozymal (Van Meel et Klumperman, 

2008 ; Martinez et al., 2011). Pendant la phase post-embryonnaire qui commence au premier 

repas, les modes de nutrition embryonnaire (digestion intracellulaire du vitellus) et post-

embryonnaire (capture de petits crustacés et digestion extracellulaire dans le tractus digestif) vont 

coexister. 
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Figure 21: Coupe longitudinale de la glande digestive de Sepia officinalis L. à l’éclosion (objectif x4, 
coloration trichrome de Prenant-Gabe). SV : Sac vitellin interne, TG : Tubules glandulaires. 

La maturation du système digestif s'initie ainsi avec la première prise de nourriture. Les cellules 

digestives se multiplient et commencent à assurer une digestion extracellulaire en sécrétant des 

enzymes. Le lancement de l’activité sécrétrice de la glande digestive s’accompagne de l’apparition 

des « boules », dans le cytoplasme des cellules digestives, et des sécrétions, dans la lumière des 

tubules glandulaires (Boucaud-Camou et al., 1985). Peu à peu, la digestion initialement à 

prédominance intracellulaire, devient à prédominance extracellulaire avec la maturation de la 

glande digestive et l'apparition de plusieurs types cellulaires (Boucaud-Camou et al., 1985). La 

digestion intracellulaire est assurée par des enzymes agissant en milieu acide, et la digestion 

extracellulaire par des enzymes alcalines (Perrin, 2004). Les travaux effectués par Yim et Boucaud-

Camou (1980) ainsi que Boucaud-Camou et al. (1985) ont permis ainsi de caractériser trois phases 

dans la vie de la seiche au premier mois post-éclosion (Figure 22). Pendant la phase embryonnaire, 

la nutrition se fait uniquement aux dépends du vitellus, digéré grâce à l’activité enzymatique 

intracellulaire du syncytium vitellin. Cette digestion est assurée essentiellement par les enzymes 
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lysozymales acides telles que les phosphatases acides qui présentent une très forte réaction 

positive au niveau du syncytium (Boucaud-Camou, 1982).  

 

Figure 22: Croissance, alimentation et maturation du système digestif chez les jeunes seiches, Sepia 
officinalis L., aux premiers stades post-éclosion. Les courbes de croissance linéaires et pondérales sont 
issues de données personnelles de suivi de croissance et chaque point représente une moyenne ± SD sur 
24 individus. A- Etat de la glande digestive, B- Mode de digestion, C- Alimentation et D- Phases de la vie 
(Schéma récapitulatif d’après Boucaud-Camou et al., 1985 ; Perrin (2004)). 

La différenciation progressive de la glande digestive est en relation étroite avec l’alimentation 

exogène. Le passage à la phase juvénile-adulte se caractérise par un changement de régime 
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alimentaire (proies plus variées), l’acquisition d’une pigmentation et d’une physiologie « adultes » 

de la glande digestive. Enfin, à la fin du premier mois de vie post-éclosion, la glande digestive 

présente la même couleur, la même structure histologique et histophysiologique que celle des 

adultes (Yim et Boucaud-Camou, 1980). On retrouve ainsi, à l’âge d’un mois, les quatre variantes 

de la cellule digestive mâture, décrite précédemment (Boucher-Rodoni, 1982). Au niveau 

enzymatique, la maturation de la glande digestive se traduit par une forte activité enzymatique 

acide (intracellulaire) aux premiers jours post-éclosion. Cette activité diminue ensuite jusqu’au 

30ème jour (Figure 22). Parallèlement, les activités enzymatiques alcalines se mettent en place. Ces 

activités augmentent alors progressivement avec la maturation du système digestif (Perrin, 2004). 

 

D. But de l’étude 

La maturation de la glande digestive, au premier mois post-éclosion, est une étape clé dans la 

digestion, la survie et la croissance des juvéniles (Perrin, 2004). Les conditions d’incubation dans 

les zones de pontes côtières influencent le développement embryonnaire (Chapitre 1-II). L’étude 

de l’évolution d’un système digestif, et plus particulièrement d’une glande digestive immature à 

l’éclosion, à une glande digestive mature après un mois post-éclosion, est donc essentielle pour la 

compréhension des caractéristiques physiologiques des juvéniles de seiche dont les œufs ont été 

incubés dans les différents sites côtiers. Le but de cette étude est d’évaluer la maturation du 

système digestif des juvéniles de seiche en fonction de leur site de provenance tout en décrivant 

les profils des activités enzymatiques digestives, en relation avec les observations histologiques de 

la glande digestive, au cours de ces étapes clés.  

Ce chapitre s’articulera autour de deux axes :  

 La description de la maturation de la glande digestive de juvéniles de seiche provenant de 

différentes aires de ponte en Manche au moyen d’outils biochimiques et histologiques. 

(Cette partie faisant l’objet d’une publication soumise dans Journal of Experimental Marine 

Biology and Ecology) 

 

 L’étude comparative des activités enzymatiques digestives des œufs et des pré-recrues de 

seiche récoltés dans différentes zones de ponte côtières. 



Etude du système digestif et de sa maturation  Chapitre 2 

95 
 

II. ETUDE DE LA MATURATION DE LA GLANDE DIGESTIVE DE JUVENILES 

DE SEICHE, SEPIA OFFICINALIS, PROVENANT DE DIFFERENTS SITES DE 

PONTE AVEC DES OUTILS BIOCHIMIQUES ET HISTOLOGIQUES 

 

Résumé: 

La glande digestive des juvéniles de seiche mature au cours du premier mois post-éclosion au 

cours duquel la digestion, initialement à prédominance intracellulaire acide, évolue en digestion à 

prédominance extracellulaire alcaline. Les activités enzymatiques digestives changent au cours de 

cette période en lien avec le développement de nouveaux tissus et la croissance. Le but de cette 

étude était de voir si les différentes conditions d’incubation des œufs dans les quatre sites de 

ponte étudiés pouvaient induire des différences dans la maturation du système digestif des 

nouveau-nés, en utilisant des outils enzymatiques corrélés à des observations histologiques de la 

glande digestive. 

Un élevage expérimental a été effectué sur 35 jours post-éclosion (DAH) avec 150 juvéniles/site à 

partir d’œufs collectés dans les différents sites en 2010 et 2011. Quatre activités enzymatiques 

[i.e. trypsine, cathepsine, phosphatases acides (ACP) et alcalines (ALP)] et deux ratios 

(trypsine/cathepsine et ALP/ACP) ont été étudiés. De plus, des observations histologiques des 

caractéristiques de la glande digestive ont été faites à l’éclosion (réserves de vitellus interne, 

développement de la glande digestive, rapports nucleoplasmiques) et sur 35 jours (taille des 

cellules et nombre moyen de « boules » par cellule).  

Au cours de la première phase de transition de la digestion « embryonnaire » vers la digestion 

« post-embryonnaire » (0 à 7 DAH), le vitellus interne s’est avéré être le facteur le plus important 

pour la compréhension de la variabilité des activités enzymatiques et de la faible croissance des 

juvéniles au cours de cette première semaine post-éclosion. Ces réserves sont fortement corrélées 

aux activités enzymatiques acides (i.e. cathepsine et ACP) qui peuvent donc être considérées 

comme de bons marqueurs de la maturation de la glande au cours de cette première phase. Les 

ratios enzymatiques sont, quant à eux, corrélés au développement de la glande digestive à 

l’éclosion (développement estimé en pourcentage de surface de glande sur la surface totale de 

glande avec vitellus interne).  
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Ces ratios ont révélé, durant la deuxième phase de transition de la digestion « post-

embryonnaire » vers la digestion « juvénile-adulte » (7 à 35 DAH), les avantages pris par certains 

lots par rapport aux autres dans la rapidité de la mise en place de la digestion alcaline (surtout 

marquée à 7 et 14 DAH). Celle-ci est le reflet d’une maturation plus rapide du système digestif. Le 

modèle « ratios enzymatiques » reflète l’équilibre entre les deux modes de digestion 

(extracellulaire alcaline/intracellulaire acide) pendant le premier mois post-éclosion. Ces ratios 

sont corrélés aux caractéristiques histologiques (évolution de la taille des cellules et du nombre 

moyen de « boules » par cellule) qui sont révélatrices de la maturation de la glande digestive. 

Les résultats de cette étude ont permis de mettre en évidence une variabilité spatiale et 

temporelle de la maturation de la glande digestive chez les juvéniles de seiche. 1- La variabilité 

spatiale de la maturation est en lien avec le site d’origine des œufs. La maturation la plus lente a 

ainsi été observée pour des juvéniles issus d’œufs récoltés à Agon Coutainville (France), suivis des 

juvéniles des deux sites anglais (Torbay et Selsey) puis de ceux du site de Baie de Seine (France) 

ayant la maturation la plus rapide. 2- La variabilité temporelle a été remarquée entre 2010 et 

2011, pour l’ensemble des sites. La maturation de la glande digestive est plus lente chez les 

juvéniles suivis en 2011 par rapport à ceux de 2010. Cette plus faible maturation s’est traduite par 

des modifications au niveau des profils enzymatiques et par une diminution des taux de croissance 

entre les deux années. 3- Ce travail a aussi permis d’affiner les descriptions des phénomènes en 

cours pendant la maturation du système digestif tant au niveau des activités enzymatiques 

digestives qu’au niveau histologique. 
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Abstract 

In Sepia officinalis hatchlings the digestive gland matures during the first month post-hatching 

while a shift from intracellular acid to extracellular alkaline digestion is observed. Digestive 

enzyme activities change during this period as a consequence of growth and development of new 

organs and tissues. The purpose of this study was to investigate whether different egg incubation 

conditions in various spawning sites could induce differences in hatchling digestive system 

maturation by using detailed description of digestive enzyme profiles correlated to histological 

observations. An experimental rearing was conducted over 35 days after hatching (DAH) on 150 

hatchlings /site from wild eggs that were incubated in four different spawning sites in 2010 and 

2011. Four digestive enzymes activities [i.e. trypsin, cathepsin, acid (ACP) and alkaline (ALP) 

phosphatase] and two enzyme ratios (ALP/ACP and trypsin/cathepsin) were studied along with 

histological observations of the digestive gland maturing [i.e. internal yolk surface (IYS), digestive 

gland development (DGD), nucleoplasmic ratio, digestive cell length (CL) and mean number of 

“balls” per cell (NBC)]. During the first “no net growth” phase (0 to 7 DAH), IYS proved to be an 

important factor in understanding the variability in growth between cuttlefish groups. This phase 

was dependent of the egg incubation conditions in the various sites that induced differences in 

hatchlings characteristics. IYS was highly correlated to intracellular enzyme activities (i.e. cathepsin 

and ACP) which can be considered as good indicators of early digestive gland maturation. ALP/ACP 

and trypsin/cathepsin ratios were correlated to DGD at 0 DAH and these enzyme ratios revealed 

afterwards, from 7 up to 35 DAH, the advantages taken by some batches in the faster 

establishment of the extracellular alkaline digestion i.e. the faster maturation of the digestive 

system. The enzyme ratio model took into account the balance that is made between the two 

digesting ways (intracellular and extracellular digestion) during the first month post-hatching. 

These ratios were correlated to histological features (i.e. CL and NBC) that characterize the 

digestive gland maturation. Intracellular digestive enzymes and enzyme ratios were thus good 

indicators for digestive gland maturation comparison between different cuttlefish batches and for 

the description of the digestive process in progress during early life history of cuttlefish. 
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A. Introduction 

From a metabolic point of view, one of the most apparent differences between cephalopods and 

other marine organisms is high-protein content (75-85% of dry weight) due to the predominance 

of their amino acid metabolism (O’Dor and Wells, 1987, Lee, 1994, Villanueva et al., 2002). 

Cephalopods are a highly developed group of marine molluscs with physiological characteristics 

similar to those of fish, with the extracellular digestion in the stomach, while keeping some 

characteristic features of their molluscan ancestry, with the intracellular digestion (Boucaud-

Camou and Yim, 1980, O’Dor and Webber, 1986). The digestion of proteins by intracellular 

enzymes has been shown to occur in fish larvae and is thought to aid in digestion to compensate 

for the lack of a functional stomach (Georgopoulou et al., 1985, Govoni et al., 1986, Cahu and 

Zambonino Infante, 1995, Lazo et al., 2007). However, in cephalopods, this “ancestral” 

intracellular digestion is described at all life stages in parallel with the “advanced” extracellular 

digestion leading therefore to a fast growth of these animals due to the efficient assimilation of 

nutrients (Boucaud-Camou and Roper, 1995, Swift et al., 2005). The most important digestive 

organs of cephalopods include the stomach, caecum, pancreatic diverticula, intestine and 

digestive gland (Swift et al., 2005). However, the efficiency of this digestive system is mostly 

attributed to the digestive gland with its many roles in digestion. The most important of these 

roles are enzyme secretion, nutrient and lipid storage, absorption of molecules, intracellular 

digestion and excretion of waste products (Boucaud-Camou and Yim, 1980, Boucaud-Camou and 

Boucher-Rodoni, 1983, Boucher-Rodoni et al., 1987, Budelman et al., 1997, Semmens, 2002, 

Martinez et al., 2011). 

The most important digestive enzymes from fish and aquatic invertebrate viscera are pepsin, the 

aspartic and serine proteases, collagenase and esterase (Balti et al., 2012). Given the carnivorous 

diet of cephalopods (Boucaud-Camou and Boucher-Rodoni, 1983), the dominant enzymes are 

expected to be a suite of proteases. Cephalopod enzymatic activities, which are localized in the 

digestive system, were determined as non specific proteolytic, α-amylasic, alkaline and acid 

phosphatasic activities (Boucaud-Camou, 1973, Boucher-Rodoni, 1981, Perrin et al., 2004). Among 

the non specific proteolytic activities are found the trypsin and cathepsin enzymes. Trypsin is a 

member of a large family of serine proteinases which specifically hydrolyse proteins and peptides 

at the carboxyl group of arginine and lysine residues and play major roles in biological processes 

including digestion and activation of zymogens of chymotrypsin and other enzymes (Kolodziejska 
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and Sikorski, 1996, Jellouli et al., 2009). Cathepsin is an intracellular lysosomal enzyme that is 

considered as an aspartic proteinase which is a class of endopeptidases active at acid conditions 

(Gildberg, 1988). Acid phosphatase (ACP) is an enzyme characteristic of lysosomes (Boucaud-

Camou, 1974) and alkaline phosphatase (ALP) is a membrane-bound enzyme found in cell 

membrane where active transport takes place (Boucaud-Camou and Roper, 1995). ACP and ALP 

catalyze the hydrolysis of various phosphate-containing compounds and act as 

transphosphorylases at acid and alkaline pHs, respectively (Mazorra et al., 2002, Lacoue-Labarthe, 

2010). These enzymes activities were described in the digestive system of several cephalopod 

species such as Octopus maya (Aguila et al., 2007, Rosas et al., 2011, Martinez et al., 2011), 

Dosidicus gigas (Gardenas-Lopez and Haard, 2009), Rosbonella fontaniana (Pereda et al., 2009), 

Sepioteuthis lessoniana (Semmens, 2002) and Sepia officinalis (Perrin et al., 2004, Balti et al., 2010, 

Lacoue-Labarthe et al., 2010). 

The European common cuttlefish, S. officinalis covers the Mediterranean Sea and the waters of 

the Eastern Atlantic from southern Norway and northern England to the northwestern coast of 

Africa. It is also found in Madeira and in the Canary Islands (Guerra, 2006). In the English Channel, 

the population of S. officinalis performs large migrations offshore in winter and inshore in spring 

for reproduction (Boucaud-Camou and Boismery, 1991). The littoral zones of the English Channel 

are thus important spawning locations for Sepia. Once mating occurs, cuttlefish lay their eggs on 

benthic structures in coastal waters essentially between April and June and die shortly afterwards 

(Boucaud-Camou and Boismery, 1991). Coastal egg masses will provide the cuttlefish recruits 

when juveniles leave the coast in autumn. The eggs undergo local environmental conditions that 

influence their development and survival and that can affect life history characteristics afterwards 

as well as distribution and abundance (Bouchaud and Daguzan, 1989, Pierce et al., 2008). 

Transition from dependence on maternally derived yolk reserves to independent active feeding 

represents a critical period in the early life history of cephalopods (O’Dor and Wells, 1975, 

Vecchione, 1987, Boletzky, 1989). Early life history is thus assumed to be one of the most critical 

phases in Sepia life cycle and is likely a key factor for recruitment success. 

The digestive system of cuttlefish hatchlings matures during the first month post-hatching. This 

was described by Boucaud-Camou and Yim (1980) in experimental rearing at temperature range 

between 17°C and 20°C using live mysis and Brown Shrimps as food source. The digestive gland 

cells that are immature at hatching become fully mature after one month of life. These cells are 

filled with various cytoplasmic inclusions, such as vacuoles, lipid droplets and “balls” (digestive 
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vesicles described as “boules” by Boucaud-Camou and Yim, 1980) while maturing. “Balls” are 

densely staining spheres containing digestive enzymes which are released into the lumen of the 

digestive gland and passed to the stomach for primary digestion (Boucaud-Camou and Yim, 1980, 

Boucaud-Camou and Boucher-Rodoni, 1983). Their appearance is a sign of the extracellular 

alkaline digestion establishment. During this period, a shift from predominant acid intracellular 

digestion to extracellular alkaline digestion is observed (Boucaud-Camou et al., 1985). The 

adjustment in enzymatic activities that occurs during the first days post-hatching is a signal of 

juvenile digestion changing to adult digestion (Yim and Boucaud-Camou, 1980, Vecchione and 

Hand, 1989, Perrin et al., 2004). 

The present study investigates, for the first time, the digestive system maturation in early stages 

of cuttlefish in relation to four different spawning sites and two different years. Four digestive 

enzymes activities (i.e. trypsin, cathepsin, ACP and ALP) were studied along with histological 

observations of the digestive gland maturing applied to hatchlings throughout their first month 

post-hatching (35 days). Correlations between hatchling growth performance, digestive enzyme 

activities and histological features were also studied. 

The aim of this work was to (1) have a more detailed description of digestive enzymes profile in 

early post-hatching days of cuttlefish life that would be correlated to histological observations of 

the digestive gland maturation, (2) investigate if there are differences in hatchling digestive system 

maturation due to egg incubation conditions (different spawning sites and years) and (3) check the 

applicability of enzymatic tools, to whole individual juveniles, for the description of their digestive 

system maturation. 
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B. Material and methods 

1. Egg sampling and experimental juvenile growth survey 

 

Figure 23: Spawning sites distribution of Sepia officinalis in the English Channel. The monitored spawning 
sites are: BS (Bay of Seine-FR), AC (Agon Coutainville-FR), TB (Torbay-UK) and SE (Selsey-UK). 

Juveniles used for this study were issued from the egg sampling and experimental growth survey 

done by Safi et al. (Unpublished data). Eggs of “wild” S. officinalis were collected from four sites 

among the main spawning grounds of cuttlefish in the English Channel (Boucaud-Camou et 

Boismery, 1991 ; Dunn, 1999 ; Challier, 2005). Two of them were located on the French coast 

[Agon Coutainville (AC; 49°02‘35”N, 1°34’32’’W) and Bay of Seine (BS; 49°18‘53‘’N, 0°21’0’’W)] and 

two others on the English coast [Torbay (TB; 50°27‘08‘’N, 3°33’25’’W) and Selsey (SE; 50°44‘06‘’N, 

0°47’23’’W)] (Figure 23). Between 800 and 2400 eggs were sampled per site in July 2010 and 2011 

and were transferred to the marine research centre of the University of Caen Basse-Normandie 

(CREC, Normandy, France). Eggs were conditioned in boxes half filled with seawater and algae to 

keep them fresh and stabilized for transport. Once in the marine research centre, eggs were 

separated in 100 individual-batches placed on sieves (0.36 x 0.28 m, 1mm mesh size) distributed in 

large tanks containing circulating seawater at a temperature of 18.5 ± 0.5°C. In order to avoid 

premature hatchlings resulting from transport stress, eggs were acclimatized for 3 days before 

hatchling collection. After hatching, juvenile rearing was conducted during 35 days between July 

and September 2010 and 2011. For each site, six batches of 25 hatchlings were placed into 

rectangular sieves (0.36 x 0.28 m, 1mm mesh size) under the same controlled and standardized 
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conditions (Koueta and Boucaud-Camou, 1999) and were fed ad libitum with frozen shrimps 

Crangon crangon. 

Juvenile sampling was conducted 0, 7, 14, 21, 28 and 35 days after hatching (DAH). Weight 

measurements were conducted on 24 juvenile cuttlefish/site/DAH with a Denver Instrument 

(Digital blanc, Washington) balance (precision of 0.001 g). For enzymatic assays, 8 juvenile 

cuttlefish/site/DAH were anesthetized in a 2 % solution of ethanol in seawater then frozen in 

liquid nitrogen and kept at -80°C till biochemical analysis. This quick euthanasia method is 

adequate to avoid suffering to the animal. For histological experiments, 6 and 10 hatchlings 

(respectively in 2010 and 2011) were anesthetized in a 2 % solution of ethanol in seawater, fixed in 

Davidson’s solution (10% glycerol, 20% formaldehyde, 30% of 96° ethanol, 40% filtered seawater) 

for 24h at 4°C and then transferred in 70% ethanol storage solution. 

2. Enzymes extraction and assays 

a) Enzyme extraction 

The extractions were made individually on the whole body after cuttlefish samples were weighed 

and ground in liquid nitrogen. Samples were then homogenised in a known amount (0.1 g to 10 

ml) of Tris buffer pH 8 (10 mM Tris-HCl and 150 mM NaCl) and stored at 4°C for 1 hour. The 

mixture was then centrifuged for 10 min at 4°C at 15000 g. The supernatant was used for digestive 

enzyme assays and for determination of total protein concentration.  

b) Total protein concentration 

The total protein content was assayed according to the Bradford method (1976) using Bovine 

Serum Albumin (Sigma-Aldrich, France) as standard. 

c) Enzyme assays 

 Trypsin activity was measured according to Tsunematsu et al. (1985) using 1 mM Nα-

benzoyl-Arg-p-nitroanilide as substrate in a 0.1 M Tris buffer at pH 9. Twenty µl of supernatant 

were added to 100 µl of substrate in triplicates in sterile 96-well flat bottom plates (BD, USA) and 

samples were incubated for 1 hour at 25°C. The final absorbance was recorded at 410 nm using 

Mithras LB940 luminometer (Berthold, Thoiry, France) and the enzyme activity was expressed as 

trypsin specific activity (U.mg-1 protein) where one enzymatic activity corresponds to 1 µmol of 

pNa formed.min-1. 
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 Cathepsin activity was measured according to Bonete et al. (1984) using 0.1 ml of 

supernatant, 0.05 ml of 0.4 M acetate buffer at pH 4 and 0.05 ml of 2% (w/v) haemoglobin 

solution. In parallel, intrinsic proteolytic end products were measured by replacing 0.05 ml of 2% 

haemoglobin by bi-distilled water. Samples were then incubated at 37 °C for 1 hour. The reaction 

was stopped by adding 1 ml of 3% (w/v) trichloroacetic acid. After 10 min, the assays were 

centrifuged at 800 g for 10 min at 4°C. Fifty µl aliquots were used for estimations of the released 

proteolytic end products by using the Bradford (1976) method with Bovine Serum Albumin (Sigma-

Aldrich, France) as standard. The activity was expressed as cathepsin specific activity (U.mg-1 

protein). 

 Total acid and alkaline phosphatase (respectively ACP and ALP) activities were determined 

respectively according to Moyano et al. (1996) and Principato et al. (1982) using p-nitrophenyl-

phosphate 2% as substrate in a 1 M Tris buffer at pH 3 for ACP and pH 10 for ALP. For the two 

activities, 10 µl of supernatant were added to 10 µl of substrate in 96-well flat bottom plates (BD, 

USA). After 30 min of incubation at 25 °C, 100 µl of NaOH 1 M were added to stop the reaction and 

reveal the colour. The absorbance was measured at 405 nm using Mithras LB940 luminometer. 

Total acid and alkaline phosphatase activities were expressed as specific activity (U.mg-1 protein) 

where one enzymatic unit corresponds to 1 µmol of p-nitrophenol formed.min-1. 

d) Enzymes ratio 

Enzyme ratios were measured in order to evaluate the shift undergoing during the maturation of 

the digestive system between intracellular digestion carried out by enzymes acting in acidic 

medium and extracellular digestion carried out by alkaline enzymes. Two types of ratios were 

calculated, one between the two proteolytic enzyme activities (trypsin/cathepsin) and one 

between the two phosphatase activities (ALP/ACP). 

3. Histology 

The histological study of the maturation of digestive gland was also undertaken in parallel to 

enzyme assays. For this purpose, samples stored in 70% ethanol solution were washed, 

dehydrated and embedded in paraffin. Serial sections of 5 µm were cut with a manual rotary 

microtome Leica RM2135 (Leica, ville, France), processed and stained with Prenant-Gabe’s 

trichrome according to a classical protocol (Gabe, 1968). Digital pictures and cell measurements of 
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the digestive gland were achieved with the Nikon C system combining Eclipse 80i microscope / 

DXM1200-C digital camera and NIS-elements D 3.0 software.  

The maturation of digestive gland was assessed from 0 to 35 DAH with special emphasis on the 

hatching day which only reflects incubation conditions in the spawning sites with no experimental 

interference. In 0 DAH juveniles, internal yolk and digestive gland surfaces (respectively IYS and 

DGS, mm2) were measured on 6-10 individuals/site/year in order to estimate the digestive gland 

development (DGD, %) according to the following equation:  

DGD (%) = 100 x [DGS (mm2)/(DGS mm2) + IYS (mm2)]  

Nucleoplasmic ratios (nucleus surface/ cytoplasm surface) were also estimated for 150 digestive 

cells/individual using 6-10 juveniles/site/ year. From 7 to 35 DAH, cytological features specific to 

maturing digestive cells such as the mean number of “balls” (proteinaceous inclusions 

characteristic of most cephalopods)/cell (NBC) and mean digestive cell length (CL, µm) were 

estimated from observations of 50 digestive cells/individual using 6 juveniles/DAH/site sampled in 

2010. 

4. Statistical analysis 

In each cuttlefish specimen, weight and average enzymatic values of aliquots are used to compute 

means and standard errors per sample. For statistical analysis, preliminary tests of normality and 

homoscedasticity allowed the use of parametric methods. Weight, enzymatic activities and 

enzyme ratios of juveniles from the four different sites of the English Channel (BS, AC, TB and SE) 

were therefore compared by using analysis of variance [one-way ANOVA (for sites comparison 

within each DAH) or two-ways ANOVA (for sites and DAH comparison within each year)] with R 

statistical software. When differences were observed, a post hoc Tukey test was used to look for 

homogenous groups of batches. For inter-annual comparisons (2010-2011) of growth, enzymes 

evolution and ratios, slopes were compared with an ANCOVA analysis. In order to avoid 

overloading the graphs with significance tests, only one way ANOVA significance (sites comparison 

within each DAH) were displayed and the legend indicates where the overall temporal trend is 

significant.  

Juvenile exponential growth was transformed by using natural logarithm to weight-at-age data. 

Relationships between enzymatic activities and logarithmic weight (LW) or digestive gland 

characteristics were studied by applying linear models to data with R software.  
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C. Results  

1. Growth survey 

Cuttlefish growth was monitored on reared juveniles hatched from eggs collected at four different 

spawning sites of the English Channel in 2010 and 2011 (Figures 24A and 24B). The general profile 

of hatchling growth showed a “no net growth” phase between 0 and 7 DAH then a significant (p < 

0.05) weight increase between 14 and 35 DAH. 

 

Figure 24: Growth of cuttlefish juveniles Sepia officinalis hatched from eggs collected at different 
spawning locations, and two different years, followed in their early post-hatching days (DAH) (A-2010, B-
2011; n=24/site/DAH, values: mean ± se). BS: Bay of Seine, AC: Agon Coutainville, TB: Torbay, SE: Selsey. 
Barplots, not bearing the same subscript letter within each DAH group are significantly different (p < 
0.05, one way ANOVA). Line: general profile, NS: Not significant and *: significant (p < 0.05, two ways 
ANOVA). 
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. In 2010 (Figure 24A) differences of weight were observed between sites, except at 7 and 35 DAH. 

Indeed, at hatching (0 DAH), juveniles had a significantly (p < 0.05) higher weight at BS site 

compared to the other ones. Between 14 and 28 DAH main significant weight differences were still 

observed between BS and AC. In 2011 (Figure 24B), BS, TB and SE had significantly (p < 0.05) 

higher weights at 0 DAH than AC. This difference was not observed at 7 DAH and the weight 

distribution reappeared afterwards from 14 till 35 DAH with marked significant differences at 28 

and 35 DAH. The English hatchlings showed no difference (p > 0.05) in weight between each other 

and compared to BS site with one exception at 21 DAH between TB and BS. Slopes fitted to the 

weight natural logarithm were significantly lower in 2011 than in 2010 revealing a significantly 

lower growth rate in 2011 (ANCOVA analysis). 

2. Digestive enzyme activities and ratios 

Trypsin mean activity varied between 0.5 IU.mg protein-1 and 1.6 IU.mg protein-1 with no 

significant difference between sites at the same DAH (Figures 25A and 25B). In 2010 (Figure 25A), 

an increase of this activity was observed between 0 and 7 DAH then this activity stabilized until 35 

DAH. In 2011 (Figure 25B), between DAH variability was high with a significant increase between 0 

and 14 DAH then an important variability in activities between 14 and 35 DAH.  

Cathepsin activity profiles (Figures 25C and 25D) were similar between years and sites with 

a significant (p < 0.05) increase of this activity during the first week followed by a decrease in 

activity and a stabilisation afterwards between 21 and 28 DAH until 35 DAH. Decrease in activity 

from 7 up to 21 DAH was significantly higher in 2010 compared to 2011 (ANCOVA analysis). 

Comparison between sites revealed differences (p < 0.05) in cathepsin activity during early DAH (0 

– 7 DAH) and these differences were no more significant once the stabilisation phase was reached. 

Two groups were observed in the first week post-hatching and in the two studied years with AC 

and SE on one side and TB and BS on the other. Indeed, at hatching day (0 DAH), SE and AC had 

significantly higher cathepsin activity than TB and BS and this distribution was maintained at day 7. 

Trypsin/cathepsin ratios (Figures 25E and 25F) showed no significant differences between 

sites in 2010 (Figure 25E) and 2011 (Figure 25F) except at 0 and 7 DAH (p < 0.05) where BS and TB 

hatchlings had higher ratio than AC and SE. The general profile of this ratio varied between the 

two years however the increase in this ratio at 28 DAH was significant for both years. No 

differences (p > 0.05) in ratio temporal trends were found between sites and between years 

(ANCOVA analysis). 
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Figure 25 : Cathepsin and trypsin activities and enzyme ratios in cuttlefish juveniles hatched from eggs 
collected at different spawning locations, in their early post-hatching days in 2010 (Barplots A, C and E) 
and 2011 (Barplots B, D and F) (n=5/site and DAH, values: mean ± se). BS: Bay of Seine, AC: Agon 
Coutainville, TB: Torbay, SE: Selsey. Barplots, not bearing the same subscript letter within each DAH 
group are significantly different (p < 0.05, one way ANOVA). Line: general profile, NS: Not significant and 
*: significant (p < 0.05, two ways ANOVA). 
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Figure 26: Acid and alkaline phosphatases activities and enzyme ratios in cuttlefish juveniles hatched 
from eggs collected at different spawning locations, in their early post-hatching days in 2010 (Barplots A, 
C and E) and 2011 (Barplots B, D and F) (n=5/site and DAH, values: mean ± se). BS: Bay of Seine, AC: Agon 
Coutainville, TB: Torbay, SE: Selsey. Barplots, not bearing the same subscript letter within each DAH 
group are significantly different (p < 0.05, one way ANOVA). Line: general profile, NS: Not significant and 
*: significant (p < 0.05, two ways ANOVA). 
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Alkaline (ALP) and acid (ACP) phosphatase activities are illustrated on Figures 26A to 26D. 

ALP activity profiles (Figures 26A and 26B) showed a slight increase in early DAH then a 

stabilisation till 35 DAH. ACP activity profiles (Figures 26C and 26D) showed a slight increase 

between 0 and 7 DAH then a significant decrease up to 35 DAH with a stabilization phase observed 

in 2010 (Figure 26C). In this same year, ALP activity was higher (p < 0.05) in BS than AC at 0 DAH 

and higher (p < 0.05) than AC and SE at 7 DAH. No significant difference was noticed afterwards 

between sites. ACP activity was only significantly higher in AC at 14 DAH. In 2011 (Figure 26B), BS 

showed ALP activity that was higher than SE at 0 DAH and TB had higher activity than the three 

other sites at 7 DAH. ACP activity (Figure 26D) revealed higher activities in AC compared to the 

other sites. No significant differences in ratio temporal trends were found between sites and the 

two years for ALP acivity. A decrease (p < 0.05) in ACP temporal trends were observed between 

2010 and 2011 with a slower decrease in this activity observed in 2011 (ANCOVA analysis).  

ALP/ACP ratios were investigated afterwards with the two years data of ACP and ALP 

activities (Figures 26E and 26F). ALP/ACP ratio revealed a significant increase up to 35 DAH. This 

ratio highlighted differences between spawning sites in early DAH with two groups formed as 

observed in cathepsin. Indeed, BS and TB had higher (p < 0.05) ALP/ACP ratio than SE and AC at 0 

and 7 DAH. These differences tended to disappear afterwards until 35 DAH. The comparison 

between the two years showed a significantly lower slope in 2011 than in 2010. 

3. Histological features of the maturing digestive gland 

Internal yolk surface (IYS) (Figures 27A and 27B), digestive gland development (DGD) 

(Figures 27C and 27D) and digestive cells nucleoplasmic ratio (Figures 27E and 27F) distribution 

were similar between years with two juvenile groups formed at 0 DAH. Indeed, BS and TB 

hatchlings had lower IYS and nucleoplasmic ratios than AC and SE but higher DGD. The two year 

comparison showed significantly higher IYS and lower DGD for SE in 2011 compared to the same 

site in 2010. 
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Figure 27: Cuttlefish digestive gland characteristics at hatching (0 DAH) in 2010 (Barplots: A, C and E; n=6) 
and 2011 (Barplots: B, D and F; n=10, values: mean ± se), from four different spawning sites. IYS: Internal 
Yolk Surface (mm2), DGD= Digestive Gland Development (%). BS: Bay of Seine, AC: Agon Coutainville, TB: 
Torbay, SE: Selsey.. Barplots not bearing the same subscript letter are significantly different (p < 0.05, 
two ways ANOVA). 

 

Digestive cell length (CL) (Figure 28A) significantly increased up to 28 DAH then decreased 

from 28 to 35 DAH. CL at 35 DAH were similar to those of 21 DAH. Significant differences were 
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noticed at 14 DAH with AC having smaller digestive CL than BS and TB but also at 21 DAH where BS 

and TB had smaller CL than SE. Mean number of “balls” per cell (NBC) (Figure 28B) were observed 

from 7 DAH on with an increase up to 21 DAH then a stabilization phase between 21 and 35 DAH. 

A significant difference was seen at 14 DAH where AC juveniles had lower NBC than BS and TB. 

 

Figure 28 : Cuttlefish digestive cell length (CL, barplot A) and mean number of « balls » per cell (NBC, 
barplot B) during early post hatching days (35 DAH) of juveniles hatched from eggs collected at different 
spawning locations in 2010 (n= 6, values: mean ± se). BS: Bay of Seine, AC: Agon Coutainville, TB: Torbay, 
SE: Selsey. Barplots, not bearing the same subscript letter within each DAH group are significantly 
different (p < 0.05, one way ANOVA). Line: general profile, NS: Not significant and *: significant (p < 0.05, 
two ways ANOVA). 
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Figure 29 : Sepia officinalis. Longitudinal sections of the digestive gland stained with Prenant-Gabe 
trichrome. Individuals at (A) 0 DAH and (B) 7 DAH observed at three different magnifications (x10, x40 
and x100). DC: digestive cell, GT: glandular tubule, Hp : heterophagosome, L: lumen, nu : nucleus, V: 
vacuole, YP : yolk platelet. (Unpublished) 
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Figure 30 : Sepia officinalis. Longitudinal sections of the digestive gland stained with Prenant-Gabe 
trichrome. Individuals at (A) 14 DAH and (B) 21 DAH observed at three different magnifications (x10, x40 
and x100). b:”balls”, ES: erythrophil secretions, Hp : heterophagosome, L: lumen, nu : nucleus, V: 
vacuole. (Unpublished) 
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Figure 31 : Sepia officinalis. Longitudinal sections of the digestive gland stained with Prenant-Gabe 
trichrome. Individuals at (A) 28 DAH and (B) 35 DAH observed at three different magnifications (x10, x40 
and x100). b:”balls”, bb: brown body, CS: cyanophil secretions, Hp : heterophagosome, L: lumen, V: 
vacuole. (Unpublished) 
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Figures 29, 30 and 31 are used in the manuscript to illustrate the histological observations. These 

figures were not submitted with the publication. 

4. Correlations at hatching (0 DAH) between digestive gland characteristics and digestive 

enzymes 

IYS was inversely correlated to DGS (Figure 32A) and positively correlated to digestive cells 

nucleoplasmic ratio (Figure 32B). The later was inversely correlated to DGD (Figure 32C).  

 

Figure 32: Correlations between different digestive gland characteristics in cuttlefish juveniles at hatching 
day (0 DAH) in 2010 and 2011. DGD: digestive gland development (%), DGS: Digestive gland surface 
(mm2), IYS: internal yolk surface (mm2). A, B and C are Linear regressions respectively between IYS and 
DGD, IYS and nucleoplasmic ratio and DGD with nucleoplasmic ratio. 
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IYS was also correlated to ACP (Figure 33A) and cathepsin (Figure 33B) activities while DGD was 

correlated to ALP/ACP (Figure 33C) and trypsin/cathepsin (Figure 33D) ratios. 

 

Figure 33: Correlations between digestive gland characteristics at hatching day (0 DAH) with enzyme 
activities (Linear regressions A and B) and enzyme ratio (Linear regressions C and D) in cuttlefish 
hatchlings. ACP: acid phosphatase activity, DGD: digestive gland development (%), IYS: internal yolk 
surface (mm2). 

 

5. Correlations between enzyme ratios, juvenile weight and the digestive gland histological 

features 

ALP/ACP ratio was highly correlated to juvenile weight (Figure 34A) and to NBC and CL 

(respectively figures 34C and 34E) of the maturing digestive gland. Similar correlations were 
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noticed between trypsin/cathepsin ratio and weight increase (Figure 34B), NBC (Figure 34D) and 

CL (Figure 34F). 

 

Figure 34: Correlations between enzyme ratios (ALP/ACP and Trypsin/Cathepsin) and fitted growth linear 
model (Linear regressions A and B), NBC (Linear regressions C and D) and CL (Linear regressions E and F) 
in cuttlefish hatchlings. ALP: alkaline phosphatase activity, ACP: acid phosphatase activity, CL: digestive 
cell length (µm), NBC: mean number of “balls”/cell. 
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D. Discussion 

The digestive gland of cuttlefish develops during the first month after hatching until it reaches its 

definitive adult form (Yim and Boucaud-Camou, 1980; Boucaud-Camou and Boucher-Rodoni, 1983; 

Perrin, 2004). During the transition between post-hatch and juvenile stage in cephalopods, the 

process of yolk absorption is carried out in the digestive gland, which directly receives these 

reserves from the inner yolk sac by means of the sanguineous torrent that provides the food 

(Boletzky, 1975). In this process, the digestive gland goes from being a reserve and yolk 

distribution organ to being the organ responsible for the processing of ingested food (Perrin, 

2004). Boucaud-Camou et al. (1985) have defined three periods in the early life stages of cuttlefish 

S. officinalis. During the embryonic phase, which starts with the egg development and lasts until 

hatchling first meal (i.e. up to four days post-hatching), food is only provided by the yolk which is 

digested by the intracellular enzymatic activities of the yolk syncytium. During the post-embryonic 

phase, which begins with the first meal and lasts until thirty days post-hatching, the embryonic 

mode of nutrition (yolk digestion) comes to coexist with the post-embryonic mode (capture of 

prey and extracellular digestion in the digestive tract). The progressive differentiation of the 

digestive gland is closely related to exogenous feeding and the transition to the juvenile-adult 

phase is characterized by changes in the diet and by the acquisition of an adult pigmentation and 

physiology in the digestive gland which occurs around the 30th day post-hatching. In this study, the 

transition from embryonic to post-embryonic digestion was observed between 0 and 7 DAH 

whereas transition to the juvenile-adult phase was observed between 7 and 35 DAH. 

1. Embryonic to post-embryonic digestion transition  

The transition between embryonic and post-embryonic digestion corresponded to the first week 

of hatchling life during which internal yolk reserve is digested and hatchlings start exogenous 

feeding by catching preys. During this transition period, a “no net growth” phase has been 

observed. Low growth in early post-hatching days has been described in several cephalopod 

species such as Loligo opalescens (Vidal et al., 2002) and O. maya (Moguel et al., 2010). Boucaud-

Camou and Boucher-Rodoni, (1983) have also described this “no net growth phase” in S. officinalis 

and these authors related this delay in growth to the fact that the extracellular digestion has not 

started yet due to the phase of yolk absorption.  

However, from a physiological point of view, several changes are taking place. A significant 

increase in cathepsin activity was observed at 7 DAH and “balls” appeared too. The enzyme 
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activity increase was less marked for ACP activity and ALP and not significant for trypsine. 

Umezawa (1982) presented evidence that the most abundant yolk protein is proteolytically 

processed primarily by the cathepsin-B-like enzyme and this enzyme was identified in S. officinalis 

digestive gland (Le Bihan, 2006). Furthermore, there is evidence that pH may be the key regulator 

of yolk degradation (Martinez et al., 2011). In tick eggs, Ornithodoros moubata, acidic proteinases 

are stored in the yolk as a latent, acid-activable pro-enzyme (Fagotto, 1990). The yolk platelets are 

initially neutral, but they become acidic later in development, causing pro-enzyme maturation and 

yolk degradation (Fagotto, 1991). These mechanisms were described in cephalopods among which 

O. maya has probably this same regulatory enzymatic mechanism for yolk degradation (Martinez 

et al., 2011). The acidophilic fluid permeating all the digestive gland around 5 DAH could be the 

evidence for this enzymatic mechanism. Peaks in digestive enzyme activity in O. maya hatchlings 

during early DAH (Moguel et al., 2010) coincide well with the decrease in density of yolk platelets 

(Martinez et al., 2011). Thus, in S. officinalis, increase in cathepsin activity, and in a lower manner 

ACP activity, during the first week post hatching would be a result of yolk acidification which 

induced cathepsin pro-enzyme activation.  

Moreover, Lacoue-Labarthe et al. (2010b) studied the cathepsin and ACP activities evolution 

during egg development of S. officinalis and these authors observed an important increase in the 

final days before hatching with highest activities observed few hours before hatching. These 

authors suggested de novo synthesis of these enzymes in the embryo in final development stages 

before hatching. Thus, the increase in cathepsin activity continues after hatching at least until 7 

DAH and could be partly due to the appearance of “balls” at 7 DAH containing de novo enzymes. 

Digestive gland cells synthesize two classes of “balls” with some of them being involved in 

intracellular digestion (heterophagosomes and heterolysosomes) and others are related to 

enzyme storage and secretion (i.e. extracellular digestion) (Boucaud-Camou and Yim, 1980; 

Martinez et al., 2011). At 7 DAH, the first “balls” observed could be intracellular digestive ones. 

They may increase the acid digestive enzyme activities as their intracellular digestive activity will 

be additionned to the syncitium activity for the yolk digestion. However, the histological approach 

made here does not allow making the difference between the two kinds of balls. 

Significant differences were observed in hatchling weight at 0 DAH and these differences 

disappeared at 7 DAH. This suggests that the growth of juvenile during this period, even low, 

varied between sites. Given that the biotic and abiotic conditions in juvenile rearing were identical 

for all batches for both studied years and that juveniles from all studied sites belong to the same 
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genetic population (Paul Shaw, personal communication), the differences observed in growth 

were thus the result of a physiological process probably resulting from different environmental 

conditions at the four different spawning sites. Understanding differences in growth requires 

therefore to study the maturation of the digestive system during this critical period of digestive 

changes (O’Dor and Wells, 1975; Vecchione, 1987; Boletzky, 1989).  

The study of the DGD at 0 DAH showed significant differences between juveniles from the four 

studied sites. BS and TB exhibited, for two consecutive years, a DGD significantly higher than that 

of AC and SE. However, AC and SE revealed significantly higher internal yolk reserves (IYS) with 

higher nucleoplasmic ratio than BS and TB. At hatching, the digestive gland is still developing 

(multiplication stage, mitoses) and the digestive cells are still undifferentiated with most of them 

being immature (Yim and Boucaud-Camou, 1980). In this period, the nutriments are exclusively 

obtained from the yolk by the digestive activity of the yolk syncitium (Boucaud-camou et al., 

1985). This fact is illustrated by a strong activity of the yolk syncitium with an intracellular 

digestive activity contrasting with a weak activity of the digestive gland (Boucaud-Camou, 1982).  

Cathepsin activity was higher among juveniles from AC and SE, between 0 and 7 DAH, compared 

to that of juveniles from BS and TB for the two consecutive years and the same pattern was 

observed in 2011 ACP activity. These activities at 0 DAH have revealed a significant correlation 

with IYS thus showing a greater intracellular digestion for AC and SE juveniles due to the larger 

amount of yolk reserves. The high acid phosphatase activity and cathepsin point to intracellular 

digestive processes in the gland (Boucaud-Camou and Roper, 1995). Both ACP and cathepsin are 

localized in specialized organelles known as yolk platelets, during all embryogenesis, which are 

modified lysosomes containing vitellin reserves (Lacoue-Labarthe, 2010b). Thus, the IYS effect on 

intracellular digestive activities was effective throughout the first week post-hatching, giving SE 

and AC advantage in growth compared to BS and TB.  

But this advantage is temporary as the extracellular alkaline digestion is taking place more rapidly 

in BS and TB during the same period. The DGD was already different at hatching and the study of 

ALP activity with ALP/ACP and trypsin/cathepsin ratios showed a faster maturation of the digestive 

system in BS and TB juveniles since activities and ratios were greater at 0 and 7 DAH compared to 

those of AC and SE. DGD was positively correlated to ALP/ACP and trypsin/cathepsin ratios at 0 

DAH. Furthermore, the mean digestive cell length showed a greater increase for BS digestive gland 

at 7 DAH compared to other sites and a same pattern for TB at 14 DAH. The digestive gland cell 
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length increases in cuttlefish during early post-hatching days and these cells reaches their maximal 

development around the 30th day (Yim, 1978). 

During this first phase of transition from embryonic to post-embryonic stage, the yolk reserve 

proved to be an important factor in understanding the variability of enzyme activity and growth. 

This phase was thus highly dependent of the egg incubation conditions in the various sites that 

induced differences in hatchling characteristics. The internal yolk content of hatchlings was stable 

spatially (i.e. between different spawning sites) and temporally (i.e. between the two studied 

years) which emphasizes the local environmental influence. Embryonic development of many 

cephalopods has been shown to be highly temperature-dependent, with eggs developing faster in 

warmer waters (Semmens et al., 2007). This development duration was found to be proportional 

with cuttlefish hatchlings length and weight (Lemaire, 1970; Blanc, 1998; Villanueva et al., 2011). 

In the same way in S. officinalis juveniles, it has been shown that local temperature within each 

site had an impact on eggs incubation period and was correlated with the hatchlings weight at 0 

DAH (Safi et al., Unpublished data). However, the yolk reserve availability at hatching may be due 

to a maternal effect. If a mother is able to predict the quality of her offspring’s environment, she 

may increase the survival chances of her offspring by adjusting their phenotype to the expected 

conditions (Segers and Taborsky, 2010). Several examples of such maternal effects have been 

reported, demonstrating a wide range of mechanisms by which mothers can alter offspring 

phenotype in adaptation to environment (De Fraipont et al., 2000; Eising et al., 2001; Uller et al., 

2007). Such hypotheses suggest that the female cuttlefish would adjust the yolk content in eggs 

depending on the environmental parameters (such as the availability and access to prey for 

juvenile hatchlings) where eggs are laid. Higher yolk content would enable better chances of 

survival in an environment that is not rich in prey for offspring. 

2. Post-embryonic to juvenile-adult digestion transition 

The transition between Post-embryonic and juvenile-adult digestion was observed between 7 and 

35 DAH and corresponded to the establishment of extracellular digestion with the exogenous 

feeding. The beginning of exogenous feeding is a major characteristic of the post-embryonic phase 

which induces the start of exponential growth (Boucaud-Camou et al., 1985). The first meal 

triggers the secretory activity of the digestive gland: so-called “balls” while yolk is still being 

digested by the yolk syncitium (Boucaud-Camou and Boucher-Rodoni, 1983).  
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In this study, “balls” started to be observed at 7 DAH and increased rapidly at 14 DAH before 

stabilizing from 21 DAH on. From 7 up to 35 DAH, a parallel growth phase is observed between 

sites with no difference in growth rate between the batches (Safi et al., Unpublished data). 

Differences in enzyme activities and ratios disappeared due to the fact that food was the same for 

all batches but also due to the final phase approach of digestive system maturation. For some 

enzymes, a stabilization phase was observed with no differences between batches like ALP 2010 

and 2011 from 14 up to 35 DAH and also ACP, cathepsin and trypsin from 21 up to 35 DAH in 2010. 

This stabilization phase with the digestive system maturation was already described in 

cephalopods. Solorzano et al. (2009) have studied several digestive enzymes (i.e. trypsin, 

chymiotrypsin, alkaline proteases, amylase and lipase) in newly hatched O. bimaculoides and these 

authors observed an oscillatory behavior of these enzymes with a tendancy to stabilize after day 

15 post-hatching. Furthermore, histological observations revealed stabilization in the CL and NBC 

between 21 and 35 DAH thus parallel growth between sites is the result of the acquisition of 

similar digestive performances. The appearance of well-developed digestive gland cells and plenty 

of “balls” between 21 and 35 DAH demonstrated that S. officinalis reached its digestive maturity 

during the time when enzyme activity was stable.  

However, several indices highlight a delay in the digestive system maturation of 2011 juveniles 

compared to the 2010 ones. Growth rate was lower in 2011, with mean juvenile weights at 35 

DAH around 1.5 g while it reached 2 g in 2010. The discrepancy between the two years resulted 

from a delay in the physiological maturation of the digestive system. The decrease in intracellular 

acid activities was lower in 2011. The stabilization phase for cathepsin was observed from 28 DAH 

on and ACP decrease was seen up to 35 DAH whereas in 2010 ACP and cathepsin stabilized since 

21 DAH. Perrin et al. (2004) considered ACP as a marker of juvenile cuttlefish digestive system and 

noticed that this enzyme was particularly active in stages from embryos (when they help to 

degrade vitellin reserves) until 20 DAH. These authors noticed also that a faster decrease of ACP 

activity was a sign of a faster maturation of the digestive system. ACP and cathepsin activities 

evolution between the two years related to juvenile growth were consistent with these author’s 

descriptions. In addition, trypsin activity was stabilized since 14 DAH in 2010 while it was very 

variable in 2011. This last observation could be an indicator of a lower maturation of the digestive 

system inducing a lower growth rate. Lemieux et al (1999) worked on a large number of digestive 

enzymes (i.e. acid proteases, trypsin, chymotrypsin, ALP, glutamyltransferase) in cod Gadus 
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morhua and these authors observed that in digestion, trypsin was the only enzyme measured that 

could be suspected to potentially limit growth rate in cod.  

In carnivorous species as cuttlefish, trypsin activity is expected to play a major role as this enzyme 

breakdowns ingested proteins (Vonk and Western, 1984). High variability in its activity could thus 

indicate a lower efficiency of extracellular digestion of ingested proteins which limits the growth 

rate. Furthermore, changes in trypsin profiles between 2010 and 2011 could also be a result of 

food quality change between these two years as this enzyme is highly affected by food quality as 

observed in O. vulgaris (Villanueva et al., 2002), O. maya (Aguila et al., 2007) and S. officinalis 

(Perrin et al., 2004). An enzymatic content variation in relation to the alimentary source is a 

common metabolic regulation (Perrin et al., 2004). Animals can adjust their metabolism by varying 

their enzymatic secretions to allow the assimilation of diet components (Caruso et al., 1996; 

Zambonino-Infante and Cahu, 1994). Cephalopods have the capacity to adjust their digestive 

enzymes to different food items to optimize digestion (Perrin et al., 2004; Aguila et al., 2007) 

which seems to be particularly adapted to trypsin activity. In addition, this enzyme is excreted as a 

precursor, the trypsinogen and is activated when needed in the intestinal tract, either by 

autocatalysis or by an enteropeptidase (Kolodziejska and Sikorski, 1996), which highlights its 

capacity to be adjusted when needed. As the food ingested by juveniles was similar between the 

two years along with the abiotic rearing parameters, it is likely to be the food quality which is the 

source of the growth variation between the two years.  

During this post-embryonic to juvenile adult digestion transition, weight differences between 

juveniles from the different spawning sites, already described at 0 DAH reappeared at 14 DAH. In 

2011, weight distribution at 0 DAH was found at 14 DAH and lasted until 35 DAH. However in 

2010, the difference at 0 DAH was significant between BS juveniles and the other three sites. At 14 

DAH the difference was observed between AC juveniles and the other sites i.e. SE and TB took an 

advantage in growth compared to AC juveniles and joined those of BS. Then average weights 

differences were observed up to 35 DAH although significance tended to disappear. The 

advantage gained by SE and TB can be explained in two ways. For SE juveniles, the DGD at 0 DAH 

was lower than BS and TB but SE juveniles had also significantly more IYS than the other three 

sites, which induced higher intracellular acidic activities in the first phase of growth post-hatching. 

At 14 DAH, SE presented a high ALP/ACP ratio and a high NBC, similar to those found in BS and TB 

juveniles, whereas AC had significantly lower NBC and ratio. Thus, after having the advantage in 

the first phase in intracellular digestion, juveniles of SE have had a DGD maturation equivalent to 
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BS juveniles at the beginning of this second growth phase. This maturation was reached only after 

21 days in AC juveniles and later in those of the other sites. This was observed in the two studied 

years with the ALP/ACP ratio. Intracellular acidic and extracellular alkaline digestion advantages 

helped explaining the higher growth for SE juveniles between 7 and 14 DAH. TB juveniles had a 

higher DGD at 0 DAH when compared to AC juveniles. This difference was also observed in 

ALP/ACP ratio where TB cuttlefish had always higher ratio than AC ones from 0 up to 14 DAH. 

Differences between AC and the other site batches were also observed in digestive cell length at 

14 DAH when AC juveniles had the lowest digestive cell length but also the lowest NBC.  

Differences were thus especially marked between 0 and 14 DAH in both enzyme activities and 

histological features. The advantage taken, in the digestive gland maturation, by some cuttlefish 

batches in this first period was maintained afterwards from 14 up to 35 DAH. The physiological 

performance observed in the first period (0 – 14 DAH) are a consequence of the pre-hatching 

environmental conditions which affect the newly hatched cuttlefish with an emphasis on the first 

day post-hatching (0 DAH). Correlation between environmental parameters underwent by eggs 

during incubation period and post-hatching maturation was already described in cuttlefish 

nervous system maturation between 0 and 7 DAH (Dickel et al., 1997). Furthermore, other studies 

on different species have also shown such environmental impact on digestive tract maturation and 

growth performance in post-hatch animals (Van Damme et al., 1992; Barri, 2008; Silva et al., 

2008). 

3. Biochemical and histological tools to assess the digestive gland maturation in early life 

history of cuttlefish 

Enzyme activity changes may be explained either as response to changes in the composition of 

food, or as a consequence of growth and development of new organs and tissues (Martinez et al., 

1999). The latter explains better what occurred in cuttlefish hatchlings since they were fed on the 

same type of food from day one until the end of rearing. The growth and the digestive system 

maturation were also influenced by the local environmental parameters that eggs endured in their 

original spawning sites. 

Enzyme activities and ratios were good indicators of the digestive system maturation and revealed 

high correlations with juvenile growth and histological features in the digestive gland maturation. 

Indeed, growth rate was lower in 2011 compared to 2010 and this delay was revealed with the 

digestive enzyme assays especially with the cathepsin and ACP but also with the trypsin activity 
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thus making these enzymes good markers for juvenile growth in their first month of life. In 

parallel, the ALP/ACP ratio was highly correlated with juvenile weight changes as it increased 

throughout the studied period (up to 35 DAH). Trypsin/cathepsin ratio was less correlated with 

weight growth when studied throughout the 35 days period and varied also between the two 

years due to trypsin variation. However, this ratio presented significant differences between sites 

in the embryonic to post-embryonic transition phase which makes it interesting to be studied in 

early development stages when IYS is still being digested. In addition, histological examination 

showed high correlations with these ratios and improved targeting their importance at different 

stages of digestive gland maturation during the first month of cuttlefish life. The ALP/ACP and 

trypsin/cathepsin ratios were significantly correlated to DGD at 0 DAH but also with CL and NBC 

trends throughout the 35 days. As for the enzyme activities, only ACP and cathepsin activities were 

highly correlated to IYS at 0 DAH underlying their importance in yolk digestion. Enzyme ratios and 

acid activities can thus usefully describe the digestive system maturation in early life stages of 

cuttlefish. Ratios were found to be more specific than alkaline activities for the description of 

digestive system maturation. By integrating the acid activities into the establishment of the 

alkaline digestion with the digestive system maturing, the model reflects the balance that is made 

between the two digestions (intracellular and extracellular digestion) during the first month post-

hatching. The switch between the initial intracellular acid digestion and the extracellular alkaline 

digestion in cuttlefish is better represented with these ratios and especially with the ALP/ACP 

ratio. A correlation between enzyme activities and weight increase was already studied in other 

cephalopods. Villanueva et al. (2002) observed correlation between total proteolytic activity and 

weight of O. vulgaris paralarvae. Rosas et al. (2011) found correlation too between proteases and 

trypsin from the pancreas with O. maya growth rates. However, to our knowledge, up to now no 

study has used enzyme ratio to characterize digestive system maturation. This approach is very 

promising as it can give additional information on the digestive system maturation with simple 

tools. 

E. Conclusion 

Differences between cuttlefish hatchling characteristics from different spawning sites due to eggs 

incubation conditions were correlated with their digestive capacities during their first month post-

hatching. In the first transition between embryonic and post-embryonic digestion, “a no net 

growth” phase was observed which corresponded to the period of yolk absorption and to the first 
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external food consumption before the establishment of the extracellular digestion. During this 

phase, the yolk reserve proved to be an important factor in understanding the variability in growth 

between cuttlefish groups. These reserves were highly correlated to intracellular enzyme activities 

(i.e. cathepsin and ACP) which can be considered as good indicators of the physiological 

phenomenon in progress during early digestive gland maturation. In the second transition 

between post-embryonic to juvenile-adult digestion, an exponential parallel growth was observed 

between cuttlefish batches which resulted from the establishment of a similar digestive 

performance between groups. However, during the early days of this second period (i.e. 7 to 14 

DAH), the balance between intracellular and extracellular digestion played a major role in juvenile 

weight distribution, especially at 14 DAH. The ratios ALP/ACP and trypsin/cathepsin were already 

correlated to DGD at 0 DAH and these ratios revealed the advantages taken by some batches in 

the faster establishment of the extracellular alkaline digestion i.e. the faster maturation of the 

digestive system. When integrating the acid activities into the establishment of the alkaline 

digestion with the digestive system maturing, this model took into account the balance that is 

made between the two digestions (intracellular and extracellular digestion) during the first month 

post-hatching. Intracellular enzymes and enzyme ratios were highly correlated to digestive gland 

histological features (i.e. IYS, DGD, CL and NBC) which make them thus good indicators for the 

description of the digestive system maturation in early life stages of cuttlefish. Results obtained in 

this study showed a good complementarity between enzyme activities and histological 

descriptions of the digestive gland maturation. These tools seem thus suitable to compare growth 

and to better understand observed differences. 
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Figure 35 : Trypsine (A), cathepsine (C), alkaline (ALP) (B) and acide (ACP) (D) phosphatases activities and 
trypsine/cathepsine (E) and ALP/ACP (F) ratios in cuttlefish Sepia officinalis L. hatched from eggs 
collected at different spawning locations, in their early post-hatching days in 2009 (n=5/site and DAH, 
values: mean ± se). BS: Bay of Seine, AC: Agon Coutainville, TB: Torbay. Barplots, not bearing the same 
subscript letter within each DAH group are significantly different (p < 0.05, one way ANOVA).  
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Figure35 is added to the manuscript in addition to the results presented. This figure was not 

submitted with the publication. 

 

Enzymatic activities obtained on 2009 samples confirm observations made on the two years 

monitoring (2010 and 2011) presented in this study. Trypsin activity was variable between years 

and this was also observed here (Figure 35A). The ALP activity (Figure 35B) showed a slight 

increase with a stabilization phase that was more variable than what was described before 

however with no significant differences between days after hatching (DAH). The acidic activities 

(i.e. cathepsin and ACP) (Figures 35C and 35D) had the same profile as in 2010 and 2011 where an 

increase is described in the early DAH followed by a decrease up to 35 DAH. Trypsin/cathepsin 

ratio showed an increasing profile with no significant differences (p < 0.05) between DAH (Figure 

35E) and ALP/ACP significantly increased (p < 0.05) between hatching and 35 DAH (Figure 35F). 

The comparison of sites revealed the same pattern as for the two years monitoring presented in 

this study with AC juveniles having significantly (p < 0.05) lower trypsin/cathepsin ratio at 0 DAH 

and significantly (p < 0.05) lower ALP/ACP at 7 and 14 DAH. This was due to lower alkaline 

activities and higher acid activities which indicates lower digestive gland maturation for this site 

compared to the others. 
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III. ETUDE COMPARATIVE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES DIGESTIVES DES 

ŒUFS ET DES PRE-RECRUES DE SEICHE 

A. Introduction 

La variabilité spatio-temporelle des paramètres environnementaux (e.g. température) au niveau 

des sites de ponte des seiches en Manche affecte l’incubation des œufs, les caractéristiques des 

juvéniles à l’éclosion (Chapitre 1-II) et la croissance des juvéniles dans leurs stades dits « pré-

recrues » (Chapitre 1-III). L’étude des enzymes digestives a permis de mettre en évidence que les 

activités enzymatiques ainsi que les ratios enzymatiques peuvent être utilisés comme outils pour 

une comparaison spatiale de la maturation du système digestif (Chapitre 2-II). Cette approche est 

effectuée en milieu expérimental à partir de l’éclosion jusqu’à 35 jours post-éclosion. 

Le but de cette étude est de s’intéresser aux échantillons du milieu naturel des stades avant 

l’éclosion (i.e. œufs) et pendant la croissance côtière des juvéniles (i.e. les pré-recrues). L’étude 

des pré-recrues dans le milieu naturel (Chapitre 1-III) a montré une inversion des rapports de 

poids entre les deux sites français en 2010 comparé au milieu expérimental. Etudier les activités 

enzymatiques chez les pré-recrues peut permettre de mettre en évidence des variabilités spatiales 

du métabolisme de croissance. 

Pour atteindre cet objectif, nous avons effectué des dosages des activités enzymatiques [i.e. 

trypsine, cathepsine, et phosphatases acides (ACP) et alcalines (ALP)] ainsi que les ratios 

enzymatiques de ces activités. Ces dosages ont été faits tout d’abord, sur les œufs de seiche 

collectés entre 2009 et 2011 et ensuite, sur la glande digestive des pré-recrues de 2010 et de 2011 

prélevées dans les différents sites de ponte. 
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B. Matériel et méthodes 

1. Matériel biologique 

Les œufs de seiche 

Les œufs de seiche ont été collectés dans les quatre sites de ponte sélectionnés et acheminés 

jusqu’à la station marine de Luc sur mer, tel que décrit dans le chapitre 1-II-B2. Après installation 

dans les structures d’élevage, les œufs ont été acclimatés durant une semaine avant d’être 

prélevés puis congelés à -80°C pour les analyses biochimiques. En l’absence de détermination 

précise du stade embryonnaire, les échantillons congelés couvraient l’ensemble des tailles d’œufs 

observées dans chaque site de façon à avoir des groupes d’œufs comparables entre sites. 

Les organes des pré-recrues de seiche 

Après collecte dans les sites de ponte, les pré-recrues sont congelées à -80°C jusqu’aux analyses 

biochimiques (Chapitre 1-III-B1). Les animaux sont ensuite disséqués à froid dans un bac contenant 

de la glace pilée pour conserver leur qualité et couvert d’une feuille d’aluminium. Les branchies, 

cœurs branchiaux, appendices des cœurs branchiaux et le cœur central sont échantillonnés pour 

le dosage des lysozymes. Le manteau des pré-recrues est gardé pour l’étude de sa composition, et 

la glande digestive est prélevée pour les dosages des activités enzymatiques digestives. Les 

glandes digestives proviennent d’animaux en fin de digestion extracellulaire. Ce stade est 

déterminé par la présence de liquide dans l’estomac et le caecum selon les observations de 

Boucaud-Camou (1973). Après dissection de l’ensemble des individus, les organes toujours 

congelés sont remis à -80°C jusqu’au jour du dosage.  

2. Extraction et essais enzymatiques 

Les échantillons d’œufs (30 œufs/site/année répartis en 6 réplicats de 5 œufs/dosage) ou de 

glande digestive (n = 10/site/année) sont broyés dans de l’azote liquide jusqu’à obtenir une 

poudre fine. Ensuite l’extraction enzymatique est faite dans du tampon Tris pH 8 (Chapitre 2-II-B2) 

et le surnageant obtenu est utilisé pour les dosages enzymatiques et le contenu protéique. 

Le contenu protéique du surnageant ainsi que les activités et les ratios enzymatiques sont 

déterminés, tels que décrit dans le Chapitre 2-II-B2.  
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3. Résultats et analyses statistiques 

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± erreur standard. Pour les tests statistiques, 

les tests préliminaires de normalité et d’homoscédasticité ont permis l’utilisation des méthodes de 

comparaison paramétriques. Les activités enzymatiques ont été comparées avec l’analyse des 

variances (ANOVA à deux facteurs pour la comparaison des sites et des années) en utilisant le 

logiciel « R statistical software ». Quand des différences sont présentes, un test post hoc Tukey est 

réalisé pour déterminer les différences entre les groupes (p<0.05). 

 

C. Résultats 

1. Activités enzymatiques digestives dans les œufs de seiche 

Les activités ALP, ACP et cathepsine des œufs de seiche ainsi que les ratios ALP/ACP et 

trypsine/cathepsine ne présentaient pas de différences significatives (p > 0.05) entre les sites et 

les années étudiées (Tableau 17). Une différence significative (p < 0.05) est relevée pour l’activité 

trypsine entre les œufs d’AC en 2009 et les œufs de BS en 2011. 

Tableau 17 : Activités de la trypsine, de la cathepsine et des phosphatases acides (ACP) et alcalines (ALP) 
ainsi que les ratios enzymatiques dans les œufs de seiche provenant de différents sites de ponte en 
Manche entre 2009 et 2011 (valeurs en moyenne ± se, n= 6/site/année). Les tests de significativité ont 
été faits, pour chaque activité enzymatique ou ratio, entre les sites et entre les années (ANOVA à 2 
facteurs). Les chiffres ne portant pas la même lettre sont significativement différents (p < 0.05). 
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Figure 36 : Activités de la trypsine et de la cathepsine ainsi que le ratio trypsine/cathepsine dans la 
glande digestive de pré-recrues de seiche Sepia officinalis récoltées dans trois sites de ponte en Manche 
en 2010 (graphes A, C et E) et 2011 (graphes B, D et F) (valeurs en moyenne ± se, n=10/site/année). AC : 
Agon Coutainville, BS : Baie de Seine, TB : Torbay. Les tests de significativité ont été faits entre sites et 
entre années pour chaque activité enzymatique séparée (ANOVA à 2 facteurs). Les barres ne portant pas 
la même lettre sont significativement différentes (p < 0.05). 
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2. Activités et ratios enzymatiques dans la glande digestive des pré-recrues de seiche 

Trypsine, cathepsine et ratio trypsine/cathepsine 

L’activité de la trypsine était variable dans la glande digestive des pré-recrues en fonction de leur 

site de provenance, du mois de collecte et de l’année. En décembre 2010 (Figure 36A), l’activité de 

la trypsine dans la glande digestive des pré-recrues de TB était significativement supérieure (p < 

0.05) à celle retrouvée chez les pré-recrues d’AC et de BS, collectées respectivement le 08 et le 09 

septembre de la même année. Cependant, l’activité de la trypsine des pré-recrues de TB 2010 

n’était pas différente (p > 0.05) de celle des activités retrouvées en 2011 (Figure 36B). Pour les 

pré-recrues de BS 2010, l’activité de la trypsine n’était pas différente (p > 0.05) de celle d’AC 2010 

et de BS 2011 (collectées le 03 novembre 2011). 

L’activité de la cathepsine (Figures 36C et 36D) était inversement proportionnelle à l’activité de la 

trypsine. En effet, l’activité de la cathepsine était significativement (p < 0.05) supérieure dans la 

glande digestive des pré-recrues de BS et AC en septembre 2010 comparé aux activités retrouvées 

chez les pré-recrues de TB en décembre 2010 ainsi que de TB (décembre 2011) et d’AC (novembre 

2011). Cependant, l’activité des pré-recrues de BS et de AC 2010 n’était pas différente (p > 0.05) 

de celle des pré-recrues de BS (novembre 2011).  

Le ratio de l’activité des enzymes trypsine/cathepsine (Figures 36E et 36F) avait un profil similaire 

à celui de l’activité de la trypsine avec néanmoins une meilleure discrimination des groupes. Les 

ratios des pré-recrues de BS et d’AC 2010 étaient significativement (p < 0.05) inférieurs à tous les 

autres et celles de BS 2011 avaient un ratio significativement inférieur (p < 0.05) à celui des pré-

recrues de TB 2010 et 2011. Une constance est notée dans le ratio entre les deux années pour le 

site de TB. Ce ratio constant est la résultante d’un maintien du même niveau d’activité de la 

trypsine et de la cathepsine pour ce site entre les deux années étudiées. De même, on observe 

trois groupes de ratio avec le ratio le plus faible pour les pré-recrues collectées en septembre 2010 

(AC du 08-09-10 et BS du 09-09-10) qui est inférieur à 0.5. Un deuxième groupe de ratio 

correspondant aux pré-recrues récoltées au mois de novembre (BS du 03-11-11 et AC du 04-11-11) 

ayant des valeurs comprises entre 1 et 2. Enfin un troisième groupe concerne les pré-recrues de 

TB collectées en décembre des deux années avec des valeurs supérieures à 2. 
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Figure 37 : Activités des phosphatases acides (ACP) et alcalines (ALP) et du ratio ALP/ACP dans la glande 
digestive des pré-recrues de seiche Sepia officinalis récoltées dans trois sites de ponte en Manche en 
2010 (graphes A, C et E) et 2011 (graphes B, D et F) (valeurs en moyenne ± se, n=10/site/année). AC : 
Agon Coutainville, BS : Baie de Seine, TB : Torbay. Les tests de significativité ont été faits entre sites et 
entre années pour chaque activité enzymatique séparée (ANOVA à 2 facteurs). Les barres ne portant pas 
la même lettre sont significativement différentes (p < 0.05). 
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ALP, ACP et ratio ALP/ACP 

L’activité ALP retrouvée dans la glande digestive des pré-recrues de seiche en 2010 (Figure 37A) 

n’était pas significativement différente (p > 0.05) entre les trois sites avec des valeurs allant de 3 

UI.mg prot-1 à 6 UI.mg prot-1. En 2011 (Figure 37B) aucune différence (p > 0.05) a été relevée entre 

les sites avec des valeurs allant en moyenne de 2.9 UI.mg prot-1 à 3.7 UI.mg prot-1. La comparaison 

des activités entre les deux années a révélé une activité ALP significativement supérieure (p < 

0.05) dans la glande digestive des pré-recrues de TB 2010 comparée aux activités retrouvées pour 

BS et TB 2011. 

Une première différence a été observée dans l’activité ACP mesurée dans la glande digestive des 

pré-recrues de BS en septembre 2010 étant la plus élevée, et cette dernière était supérieure (p < 

0.05) aux activités retrouvées dans la glande digestive des pré-recrues de 2011 mais n’était pas 

significativement (p > 0.05) supérieure à celles des pré-recrues d’AC et TB 2010 (Figures 37C et 

37D). Une seconde différence significative (p < 0.05) a été observée chez les pré-recrues de TB 

entre les deux années avec une activité ACP supérieure en 2010 par rapport à 2011. 

Pour chacun des 3 sites, le ratio ALP/ACP des pré-recrues (Figures 37E et 37F) était similaire entre 

les deux années. Ce ratio était inférieur (p < 0.05) pour les pré-recrues de BS comparé aux pré-

recrues TB et n’était pas différent (p > 0.05) entre BS et AC. La différence de ratio entre AC et TB 

était uniquement significative (p < 0.05) en 2011. 

3. Corrélations entre les activités enzymatiques digestives, le poids et la taille des pré-

recrues 

Trypsine, cathepsine et ratio trypsine/cathepsine 

L’activité de la trypsine était positivement corrélée (p = 0.04) avec le poids des pré-recrues 

récoltées dans les différents sites en 2010 et 2011 (Tableau 18) mais pas significativement 

corrélée (p > 0.05) avec la taille des pré-recrues. En revanche, l’activité de la cathepsine et le ratio 

trypsine/cathepsine étaient corrélés avec la taille et le poids. 
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ALP, ACP et ratio ALP/ACP 

Les activités des phosphatases acides et alcalines ainsi que le ratio ALP/ACP, ne présentaient pas 

de corrélations significatives (p > 0.05) avec le poids et la taille des pré-recrues (p > 0.05) (Tableau 

18). 

Tableau 18 : Corrélations des activités enzymatiques digestives (UI.mg prot-1) et des ratios enzymatiques 
avec le poids (g) et la taille (mm) des pré-recrues de seiche Sepia officinalis récoltées dans différents sites 
côtiers en Manche. Les sites de collecte sont : Agon Coutainville (AC), Baie de Seine (BS) et Torbay (TB). 
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D. Discussion 

Le dosage des activités enzymatiques digestives sur les œufs des différents sites étudiés n’a pas 

révélé de différence entre les lots. Dans cette étude, nous avons choisi d’effectuer les dosages sur 

des groupes d’œufs de différents stades de développement en prenant soin à ce que les groupes 

soient comparables entres sites. Ceci implique pour chaque groupe d’œufs d’un site donné, un 

mélange des différents stades de développement embryonnaire pour une mesure d’activité 

enzymatique. L’absence de différence significative entre lots est donc due à ces groupements 

d’œufs de différents stades embryonnaires. Lacoue-Labarthe et al. (2010b) ont étudié l’évolution 

des activités de la cathepsine et des ACP dans les œufs de seiche. Ces auteurs décrivent une 

augmentation progressive et significative de l’activité ACP de la ponte jusqu’à l’éclosion. Quant à 

l’activité de la cathepsine, ces auteurs montrent également des différences significatives entre les 

stades de développement embryonnaire mais avec un profil des activités des cathepsines plus 

variable. Ces différences significatives entre les stades de développement embryonnaire se 

reflètent par une absence de différences entre les lots d’œufs due à une importante variabilité des 

valeurs obtenues. 

Les pré-recrues de seiche ont été prélevées à l’automne avant la migration des animaux vers le 

large, à Agon Coutainville, Baie de Seine et Torbay en 2010 et 2011. Les glandes digestives ont été 

ensuite récupérées sur les animaux possédant un estomac et un caecum remplis de liquide, ce 

stade est facilement identifiable se situant généralement 3h après la prise de nourriture (Boucaud-

Camou, 1973). Les activités enzymatiques digestives dosées étaient variables d’une période à 

l’autre et d’un site à l’autre. Les activités de la trypsine et de la cathepsine ont révélé 

respectivement une corrélation positive et négative avec le poids des jeunes animaux alors que les 

activités ALP et ACP n’ont pas présenté de corrélations significatives (p > 0.05). Perrin (2004) a 

mesuré les activités de la trypsine et des ACP dans la glande digestive de pré-recrues provenant de 

différentes zones et sur plusieurs dates entre les mois de juillet et août. Les pré-recrues choisies 

étaient au même stade de digestion que les nôtres. Cet auteur a observé qu’une augmentation du 

poids des pré-recrues en fonction des mois de collecte était corrélée avec une augmentation de 

l’activité de la trypsine mais non corrélée à l’activité ACP qui restait stable dans le temps. Cet 

auteur conclut que le couplage de ces deux activités permettrait de diagnostiquer l’état 

nutritionnel des seiches en milieu naturel. L’évolution des activités de la trypsine et des ACP 

observés sont comparable avec les descriptions faites par Perrin (2004). Quant à l’activité de la 
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cathepsine, la diminution d’activité observée est déjà décrite au premier mois post-éclosion 

(Chapitre 2-II) et cette diminution semble donc se poursuivre au delà d’un mois post-éclosion ce 

qui induit une augmentation du ratio trypsine/cathepsine. L’étude des ratios enzymatiques a 

permis de mettre en évidence des corrélations intéressantes. En effet, nous avons remarqué une 

augmentation des ratios trypsine/cathepsine en relation avec l’augmentation des poids des 

individus avec une meilleure corrélation que l’activité de la trypsine seule. Quant au ratio 

ALP/ACP, la signature de ce rapport enzymatique est stable inter-annuellement au sein de chaque 

site. 

L’utilisation des ratios (e.g. ratios lipoprotéiques ou enzymatiques) en tant qu’indice de santé, 

d’âge ou de sexe est souvent utilisée chez l’homme. Une augmentation du rapport LDL/HDL 

(respectivement lipoprotéines de basse et de haute densité) augmente le risque des maladies 

cardiovasculaires (Soska et al., 2012) et l’étude de longue date de ce rapport a permis de définir 

des valeurs permettant de réduire les risques de maladies (Fukuda et al., 2011). Hormis, les ratios 

lipoprotéiques, des rapports d’activités enzymatiques (e.g. aspartate aminotransférase (AST)/ 

alanine aminotransférase (ALT), superoxyde dismutase (SOD)/ glutathionne peroxydase (GPx) ou 

glutathionne réductase (GR)/ GPx) sont aussi utilisés en tant qu’indices de santé ou d’âge. Le 

rapport enzymatique AST/ALT est un des marqueurs non invasif utilisé pour l’évaluation de la 

fibrose hépatique dans le cas des hépatites B (Shin et al., 2008) et C (Fabris et al., 2006). Ces 

marqueurs permettent d’éviter les biopsies du foie pour les patients. La GPx, la GR et la SOD sont 

des enzymes antioxydatives qui jouent un rôle crucial dans la protection de l’organisme contre le 

stress oxydatif lié à l’âge. Ozturk et al. (2012) ont montré que l’étude des ratios de ces enzymes 

était plus adaptée et mettait mieux en évidence l’effet du stress oxydatif lié à l’âge comparé à 

l’étude séparée de ces enzymes. Nous avons mis en évidence une corrélation entre le ratio 

trypsine/cathepsine et le poids des individus récoltés. La comparaison des ratios des pré-recrues 

avec ceux des juvéniles post-éclosions (Chapitre 2 - II) montre un continuum de cette 

augmentation du ratio en corrélation avec le poids (Figure 38). Cependant, l’étude détaillée de la 

corrélation trypsine/cathepsine avec le poids révèle la présence d’autres facteurs en jeu faisant 

varier ce ratio. En effet, en intégrant le facteur site, on observe des différences de ratio pour un 

même poids (sites français en novembre) voire une inversion du ratio en relation avec le poids 

(sites français en septembre) (Figure 38). L’âge des individus pourrait être un facteur clé pour 

expliquer ces différences relevées. 
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Figure 38 : Graphe récapitulatif des ratios trypsine/cathepsine en fonction des mois d’étude et des poids 
moyens (g) des seiches. Juillet: correspond aux ratios obtenus pour les juvéniles d’élevage âgés de moins 
de 14 jours, Août: correspond aux ratios obtenus pour les juvéniles d’élevage âgés de 21 à 35 jours, 
Septembre à Décembre: ratios obtenus dans l’étude des activités enzymatiques de la glande digestive 
des pré-recrues  collectées dans les différents sites de ponte. ). AC : Agon Coutainville, BS : Baie de Seine, 
TB : Torbay. Les barres ne portant pas la même lettre sont significativement différentes (p < 0.05). 

Pour confirmer la corrélation entre le ratio trypsine/cathepsine et l’âge des individus, un suivi de 

l’évolution du ratio est nécessaire, en milieu contrôlé, sur plusieurs mois post-éclosion. Cette 

perspective est intéressante au vu de la complexité, encore aujourd’hui, de déterminer l’âge des 

individus collectés dans le milieu naturel. 

Le second ratio étudié était celui des enzymes  ALP/ACP. L’étude de ce ratio est prometteuse pour 

une discrimination spatiale des individus collectés. Le ratio ALP/ACP a montré une augmentation 

en fonction de l’âge et du poids des individus au premier mois post-éclosion (Chapitre 2-II) 

pendant la maturation du système digestif (Bouchaud-Camou et Yim, 1980). Mais cette corrélation 

avec le poids et probablement l’âge n’était plus visible chez les pré-recrues avec des poids plus 

importants. Le ratio ALP/ACP semble se stabiliser une fois que la maturation de la glande digestive 

est complète. Le rapport de ces deux activités enzymatiques pourrait représenter une signature 
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locale liée au régime alimentaire. En effet, la signature de ce ratio sur deux ans était stable dans 

chaque site et significativement différente entre certains sites. Le ratio de ces enzymes pourrait 

donc agir de la même manière que les ratios d’isotopes stables pouvant discriminer des individus 

d’origine spatiale différente liée à des régimes alimentaires différents (Lefebvre et al., 2009). 

Toutefois, pour pouvoir utiliser ce ratio en tant que signature de l’origine des pré-recrues, il est 

nécessaire de valider ces observations en augmentant le nombre d’échantillons étudiés. De plus, 

afin d’utiliser les résultats de ce ratio en dehors des zones de ponte côtières, il faudrait 

approfondir sur l’évolution de ce ratio après la migration des pré-recrues vers la zone centrale de 

la Manche, événements marqués par un changement de source alimentaire. 

Les pré-recrues des deux sites français ont montré une inversion des rapports de poids (Chapitre 

1-III) en comparaison avec la distribution des poids, observée en milieu expérimental (Chapitre 1-

II). L’étude des activités enzymatiques digestives n’a pas permis de mettre en évidence des 

différences significatives dans les performances digestives entre ces deux sites.  
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E. Conclusion 

Le dosage des activités enzymatiques digestives [i.e. trypsine, cathepsine, et phosphatases acides 

(ACP) et alcalines (ALP)] et leurs ratios effectués sur les œufs de seiche n’ont pas révélé de 

différences liées aux sites d’origine ou à l’année de collecte. De même, pour les pré-recrues, les 

dosages enzymatiques dans la glande digestive [i.e. trypsine, cathepsine, ACP et ALP] n’ont pas 

établis une corrélation entre ces activités et les performances de croissance dans le milieu naturel. 

Cependant, les résultats obtenus ont permis d’avoir une description de l’évolution des activités 

enzymatiques digestives au-delà du premier mois post-éclosion et de développer des outils 

pouvant servir à déterminer l’âge et l’origine des individus pêchés. Concernant l’évolution des 

activités enzymatiques après le premier mois post-éclosion, nous avons pu montrer que l’activité 

de la trypsine augmente avec le poids des pré-recrues alors que l’activité cathepsine diminue avec 

le poids des individus (comparaison entre les activités des pré-recrues des sites français entre 

2010 et 2011). Ces variations ne sont pas observées pour les activités ACP et ALP ou aucune 

corrélation avec l’évolution des poids n’a été enregistrée. L’évolution du ratio trypsine/cathepsine 

a montré un lien possible avec l’âge des animaux. Quant au ratio ALP/ACP, celui-ci pourrait être un 

indicateur spatial étant donné que ce ratio s’est révélé stable pour chaque site entre les deux 

années d’étude.  
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IV. CONCLUSION 

La maturation de la glande digestive est une étape clé dans la croissance et la survie des juvéniles 

de seiche. Le but de ce chapitre était d’évaluer la maturation du système digestif des juvéniles de 

seiche en fonction de leur site de provenance tout en décrivant les profils des activités 

enzymatiques digestives en relation avec des observations histologiques de la glande digestive. 

Trois approches ont été menées pour la comparaison des performances des seiches aux premiers 

stades de leur vie.  

La première approche concerne les œufs collectés dans les quatre sites de ponte. L’étude des 

activités enzymatiques digestives n’a pas révélé de différences entre les lots d’œufs (Figure 39). 

Ceci est dû à une homogénéisation des œufs de différents stades de développement 

embryonnaire, induisant une augmentation des variabilités au sein de chaque groupe et réduisant 

par conséquent les différences entre les sites. 

La deuxième approche s’est intéressée aux nouveau-nés au cours du premier mois post-éclosion. 

Deux phases de transition existent pendant cette première période de croissance des juvéniles : 

une phase passant d’un mode de digestion « embryonnaire » vers un mode de digestion dit 

« post-embryonnaire » au cours de la première semaine d’éclosion suivie d’une seconde phase 

passant du mode « post-embryonnaire » vers un système digestif « juvénile-adulte » mature. Les 

variabilités spatiales de la maturation du système digestif sont surtout marquées au niveau de la 

première phase de transition (0 – 7 DAH) et visible jusqu’à 14 DAH. A l’éclosion, des différences 

significatives au niveau des performances digestives des juvéniles sont observées entre les 

différents sites de ponte étudiés. Le vitellus interne, caractéristique de la plupart des 

céphalopodes à l’éclosion, est plus important chez les nouveau-nés de Selsey (SE) suivi par ceux 

d’Agon Coutainville (AC) puis ceux de Baie de Seine (BS) et Torbay (TB) (Figure 39). Ces réserves 

vitellines sont inversement proportionnelles au développement de la glande digestive (DGD). Ces 

observations histologiques sont fortement corrélées aux activités enzymatiques avec des activités 

intracellulaires acides plus importantes chez les individus ayant plus de réserves vitellines et des 

ratios d’activités enzymatiques alcalines/acides plus importantes avec un DGD plus avancé.  
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Figure 39: Schéma récapitulatif des principaux résultats obtenus sur les variations spatiales des 
performances digestifs des œufs, des juvéniles et des pré-recrues de seiche Sepia officinalis en Manche. 
ALP/ACP : Ratio des phosphatases alcalines/acides, DAH : Jours post-éclosion.  
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Ces constatations sont primordiales puisqu’elles montrent des variabilités spatiales pouvant avoir 

un impact sur les populations locales des sites de ponte et donc sur la contribution des sites au 

stock de seiche en Manche. En effet, le vitellus interne permet aux nouveau-nés de survivre les 

premiers jours post-éclosion sans alimentation externe. Pour les individus ayant une quantité de 

réserves plus importante, les chances de survie au cours de ces premiers jours sont plus grandes. 

Cependant, si les proies sont abondantes, l’avantage est alors aux individus ayant un DGD plus 

avancé, qui ont ainsi de meilleures performances de croissance. Les différences dans les activités 

enzymatiques sont marquées à 0 DAH et restent visibles jusqu’à 14 DAH (Figure 39). Au cours de la 

deuxième phase de transition (14-35 jours), les différences spatiales des performances digestives 

(i.e. activités enzymatiques de la trypsine, cathepsine et des phosphatases acides et alcalines) 

disparaissent à cause de l’alimentation et des conditions d’élevage identiques (Figure 39). 

Quant à la troisième approche, relative aux pré-recrues, les activités enzymatiques sont variables 

avec mise en évidence de corrélations entre les activités enzymatiques de la trypsine et des 

cathepsines, avec le poids des individus, mais pas pour les phosphatases acides (ACP) et alcalines 

(ALP). Le ratio ALP/ACP est le plus élevé à TB suivi d’AC puis de BS (Figure 39). 

Les travaux de ce chapitre ont permis d’obtenir une description plus détaillée des évolutions 

enzymatiques digestives au premier mois post-éclosion (Figure 40A) et d’avoir une meilleure idée 

de l’évolution de ces enzymes sur plusieurs mois post-éclosion avec l’étude des pré-recrues 

(Figure 40B). Une importante variation des activités enzymatiques acides est constatée au cours 

du premier mois post-éclosion, liée d’un côté à la présence de vitellus interne et à sa digestion, et 

de l’autre, à la maturation du système digestif où la digestion initialement à prédominance acide 

va progressivement être remplacée par une digestion extracellulaire alcaline. Ces phénomènes se 

traduisent par une augmentation des activités enzymatiques acides (i.e. ACP et cathepsine) au 

cours de la première semaine post-éclosion puis une diminution de ces activités jusqu’à 35 jours 

post-éclosion (Figure 40A). L’étude des activités enzymatiques acides chez les pré-recrues montre 

que ces activités continuent à diminuer au-delà de 35 jours post-éclosion avec une diminution plus 

importante pour la cathepsine. Parallèlement, les activités enzymatiques alcalines (i.e. trypsine et 

ALP) augmentent. Cette augmentation, peu marquée au cours des 35 jours post-éclosion, est 

mieux observée avec celle des poids des pré-recrues et est surtout marquée pour l’activité 

trypsine (Figure 40B). Pour l’ALP, comme pour l’ACP, une phase de stabilisation de ces activités 
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enzymatiques semble se faire plus précocement dans la glande digestive des pré-recrues, comparé 

à celles des deux autres activités enzymatiques (i.e. trypsine et cathpesine) (Figure 40B). 

 

Figure 40 : Evolution des activités enzymatiques digestives [i.e. phosphatases acides (ACP) et alcalines 
(ALP), trypsine et cathepsine] aux premiers mois de développement post-éclosion des juvéniles de seiche 

Sepia officinalis. Le premier mois (0 – 35 jours post-éclosion) a été effectué en milieu expérimental (A). 

Pour les mois suivants, les résultats ont été obtenus sur des pré-recrues récoltées en milieu naturel (B). 

L’augmentation tardive de la trypsine avec une diminution aussi plus tardive pour la cathepsine 

comparé aux activités ALP et ACP confère au ratio trypsine/cathepsine une corrélation avec le 

poids des individus (Figure 41A). Mais le poids n’est pas le seul facteur en jeu. L’âge pourrait jouer 

un rôle sur l’évolution des enzymes de ce ratio. La relation âge-ratio trypsine/cathepsine est 

observée au premier mois post-éclosion où la moyenne des ratios obtenus au mois de juillet (âge 

des individus : 0 – 14 jours post-éclosion) est légèrement inférieure à celles des ratios obtenus au 

mois d’août (âge des individus : 21 – 35 jours post-éclosion). Mais ce ratio serait mieux adapté 
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pour des tranches d’âge plus espacées (échelle des mois) (Figure 41A). Finalement, l’étude du 

ratio ALP/ACP a permis de mettre en évidence un rôle potentiel de signature spatiale de ce ratio 

(Figure 41B). Ce ratio est le plus élevé chez les pré-recrues de TB et le plus faible chez celles de BS. 

Les pré-recrues d’AC ayant un ratio intermédiaire. 

 

Figure 41 : Evolution des ratios des activités enzymatiques digestives aux premiers mois de 
développement post-éclosion des juvéniles de seiche Sepia officinalis. A- Ratio trypsine/cathepsine ; B- 
Ratio phosphatases alcalines (ALP) /acides (ACP). Les résultats des mois de juillet et août correspondent 
aux données obtenus en milieu expérimental. Pour les mois suivants, les résultats ont été obtenus sur 
des pré-recrues récoltées en milieu naturel.  
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I. INTRODUCTION 

A. Immunité et système immunitaire 

L’immunité fait référence aux mécanismes de défense d’un organisme vivant contre des agents 

étrangers, notamment infectieux, susceptibles de menacer son bon fonctionnement ou sa survie. 

L’ensemble des cellules, des tissus et des molécules qui concourent à opposer une résistance aux 

infections est appelé système immunitaire (www.medecine.ups-tlse.fr). Deux sortes d’immunité 

sont décrites formant deux systèmes de défense : l’immunité innée et l’immunité acquise ou 

adaptative. 

1. Immunité innée 

L’immunité innée, connue aussi sous le nom d’immunité « non adaptative », correspond à une 

réponse constitutive d’action immédiate, non spécifique de l’agent pathogène. Elle repose sur une 

distinction globale du soi et du non-soi. Les cellules de l’immunité innée expriment un ensemble 

de récepteurs capables de reconnaître les motifs moléculaires associés aux pathogènes ou PAMPS 

(Pathogen Associated Molecular Patterns) (Smith, 2010, www.medecine.ups-tlse.fr). 

2. Immunité acquise 

L’immunité acquise est apparue il y a environ 500 millions d’années chez les premiers vertébrés. 

Cette réponse est spécifique de l’antigène du fait que les cellules de l’immunité adaptative, les 

lymphocytes, portent un seul type de récepteur capable de reconnaître un déterminant 

antigénique (ou épitope). La réponse adaptative est limitée dans le temps à l’éradication de 

l’agresseur dont elle garde la mémoire. Elle repose sur une distinction très fine du non-soi 

(www.medecine.ups-tlse.fr). 

Chez les céphalopodes, la seule immunité décrite est l’immunité innée. 

B. Les principaux paramètres du système immunitaire inné 

Le système immunitaire inné est un système naturel et non spécifique commun à tous les 

organismes pluricellulaires (Bols et al., 2001). Les principaux paramètres de ce système sont : les 

paramètres physiques, les paramètres cellulaires et les paramètres humoraux (Magnadottir, 2006) 

(Figure 42).  

http://www.medecine.ups-tlse.fr/
http://www.medecine.ups-tlse.fr/
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Figure 42 : Schéma représentant les deux systèmes immunitaires ainsi que les différentes barrières 
contre les infections microbiennes. (D’après Turvey, 2010) 

1. Les paramètres physiques 

La première barrière contre les infections microbiennes (i.e. bactéries, champignons, virus et 

protozoaires) est la membrane muqueuse, directement en contact avec le milieu extérieur (peau, 

branchies essentiellement et membranes des différents organes en moindre mesure) (Bols et al., 

2001). Cette barrière physique sécrète aussi des agents antimicrobiens. Les cellules muqueuses 

synthétisent le mucus qui a au moins trois rôles défensifs importants. Le mucus interrompt la 

fixation des microbes par une desquamation continuelle. Si l’établissement microbien est 

accompli, le mucus jouera le rôle de piège efficace. Le mucus de la peau et des autres surfaces 

contiennent une variété de molécules humorales impliquées dans l’immunité telles que des 

lectines, des pentraxines, des lysozymes, des protéines du complément et des peptides 

antimicrobiens (Bols et al., 2001 ; Magnadottir, 2006). 

2. Les paramètres cellulaires 

Les cellules du système immunitaire inné comprennent principalement les cellules phagocytaires, 

les cellules inflammatoires et les cellules cytotoxiques (Bols et al., 2001 ; Le Bihan, 2006). Chez les 

poissons, les cellules du système de défense non spécifique sont les leucocytes phagocytaires 

(granulocytes, monocytes et macrophages), les cellules du système réticuloendothélial et les 
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cellules cytotoxiques non spécifiques (Bols et al., 2001). Chez les invertébrés, les cellules 

circulantes sont les principales médiatrices de l’immunité assurant la phagocytose, l’encapsulation 

et les sécrétions de molécules bactéricides par exocytose (Smith, 2010) (Figure 43).  

 

Figure 43 : Schéma représentant les activités des cellules immunitaires d’invertébrés à la suite de l’entrée 
d’agents pathogènes dans le corps. Les flèches pleines correspondent à des changements ou des 
comportements cellulaires, la flèche en tirets indique les possibles morts cellulaires et la flèche pointillée 
avec un encadrement montre un grossissement des détails de la fusion des vésicules lysosomales avec le 
phagosome. (D’après Smith, 2010) 

Différents types de cellules ont été décrites. Les schémas de classification de ces cellules ont été 

basés sur des différences morphologiques entre les types cellulaires, tels que les variations de 

tailles, de formes, le degré de granulation, la présence de pigments ainsi que les colorations 

cytochimiques. Ainsi 2 types d’amoebocytes sont trouvés chez les cnidaires et 1 chez les 

chélicérates, 4 types de coelomocytes chez les annélides, 5 chez les ascidies et les échinodermes, 3 

types d’haemocytes chez les crustacés, 2 chez les mollusques et 6 chez les insectes (Smith, 2010). 

 

3. Les paramètres humoraux 

Les paramètres humoraux (mécanismes de défense non cellulaire et non spécifique) sont 

principalement des protéines ou des glycoprotéines qui inhibent la croissance des pathogènes 
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microbiens et sont retrouvés au niveau du sérum, du mucus et des œufs de poissons (Bols et al., 

2001). Parmi les facteurs humoraux sont retrouvés les inhibiteurs de protéases, présents dans le 

sérum, impliqués dans la phase de réaction aigüe et la défense contre les pathogènes. En effet, de 

nombreux pathogènes sécrètent des enzymes protéolytiques (Magnadottir, 2006). Ce système 

comprend aussi les enzymes lytiques telles que : le système prophénoloxydase, la voie lytique du 

complément et le lysozyme, qui sont des éléments importants de défense, principalement contre 

les bactéries (Le Bihan, 2006). Le système prophénoloxydase inclut une série d’enzymes activant la 

cascade de la phénoloxydase. Cette succession enzymatique a le pouvoir d’encapsuler les 

bactéries et les pathogènes, provoquant ainsi leur mort. La coagulation est aussi induite par cette 

voie enzymatique (Petranyi, 2002). Le système du complément représente une famille de plus de 

35 protéines sériques et de récepteurs cellulaires de surface qui agissent en cascade, menant à des 

fonctions innées, telles que l’inflammation, et pouvant améliorer l’immunité adaptative (Boshra et 

al., 2006 ; Carroll, 2008). Ce système peut être activé par trois voies (i.e. classique, lectine ou 

alternative) qui ne sont pas distinctes l’une de l’autre mais pouvant se chevaucher. Par exemple, la 

voie alternative amplifie les deux autres voies (i.e. lectine et classique) (Carroll, 2008). Cependant, 

le déclenchement se fait différemment selon le type de voie. La voie classique est généralement 

initiée par le complexe antigène-anticorps quand l’immunité « acquise » est présente, la voie 

alternative correspond à une activation spontanée du complément et la voie des lectines requiert 

l’interaction de lectines avec les sucres de la paroi des microbes (Boshra et al., 2006). Quant au 

lysozyme, cette enzyme fragilise les parois cellulaires des bactéries en coupant des liaisons 

glycosidiques dans les couches peptidoglycanes. Le lysozyme agit directement sur la paroi des 

bactéries Gram positives ainsi que sur les couches internes des peptidoglycanes des bactéries 

Gram négatives après que le complément et d’autres enzymes aient préalablement fragilisé les 

couches externes (Bols et al., 2001). Cette enzyme est un paramètre essentiel de la défense 

immunitaire chez les vertébrés et les invertébrés et est connue pour activer le système du 

complément et les phagocytes (Magnadottir, 2006). 

Tous ces composants de l’immunité innée constituent la première défense immunitaire des 

invertébrés et des vertébrés contre les pathogènes. Les systèmes immuns innés, en particulier les 

activités lysozomales et lytiques, sont utilisés en tant qu’indicateurs de l’impact des facteurs 

externes sur le système immunitaire et la résistance aux maladies (Magnadottir, 2006). 
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C. Immunobiologie des céphalopodes et de la seiche   

Les céphalopodes possèdent un système circulatoire clos. Un seul type de cellules libres se trouve 

dans le sang (ou haemolymphe), les haemocytes (ou leucocytes ou amoebocytes) (Mangold et 

Bidder, 1989b). Le noyau de ces cellules est grand, bilobé ou en forme de croissant (Figure 44). 

 

Figure 44 : Haemocytes de juvéniles de seiche  Sepia officinalis (< 30 jours post-éclosion) observées en 
microscopie optique (objectif x 100). (Photos personnelles) 

 

Les haemocytes sont formés dans un organe lymphoïde, le corps blanc, situé de chaque côté dans 

le sinus sanguin de l’orbite, entourant le lobe et les nerfs optiques. La taille de cet organe varie 

selon les espèces et selon l’état physiologique des animaux (Mangold et Bidder, 1989b). Claes 

(1996) a décrit les cellules  qui composent le corps blanc chez S. officinalis. Cet auteur observe une 

population cellulaire morphologiquement hétérogène mais ces différences cytologiques 
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représentent en effet différents stades de développement d’une seule lignée cellulaire (Figure 45). 

Quatre stades de développement ont été reconnus : les haemocytoblastes (stade initial), les 

leucoblastes primaires et secondaires (stades intermédiaires) et haemocytes (cellule mature). Ces 

auteurs notent également que la transition entre les stades implique une réduction de la taille des 

cellules et une réorganisation du matériel nucléaire avec une condensation de la chromatine. 

Finalement, les caractéristiques ultra-structurelles de ces cellules (phagosomes, inclusions 

lysosomales et abondance des vesicules) indiquent que ces cellules phagocytaires sont actives. 

 

Figure 45 : Schéma proposé par Claes (1996) des différentes étapes de la maturation des haemocytes de 
seiche Sepia officinalis. 

Ces cellules phagocytaires vont donc jouer un rôle important dans la protection de l’organisme 

contre les agents pathogènes. Cependant, Beuerlein et Schipp (1998) ont montré que les cellules 

ovoïdes des cœurs branchiaux de S. officinalis pouvaient aussi phagocyter des substances nocives 

en même temps que les haemocytes circulants et adhésifs des cœurs branchiaux. 

Les paramètres humoraux sont aussi retrouvés chez les céphalopodes. Malham et al. (1998) ont 

montré la présence de lysozymes et d’antiprotéases (inhibiteurs de protéases) dans les 

haemocytes et dans l’haemolymphe de la pieuvre Eledone cirrhosa mais aussi au niveau de 

différents organes de cet animal. Lacoue-Labarthe et al. (2009a) ont mis en évidence une 

activation du complexe phénoloxydase chez les embryons de S. officinalis. Toutefois, les études 

chez les céphalopodes, portant sur les enzymes du système humoral, restent rares.  

Les céphalopodes n’ont pas de coagulation sanguine. Pour éviter les saignements après une 

blessure, une vasoconstriction du muscle entourant la plaie est observée puis un agrégat 
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d’haemocytes (cellules sanguines) vient obstruer la blessure en formant un bouchon (Malham, 

1996). 

 

D. Infections, parasitisme et pollution 

Les parasites et symbiontes des céphalopodes sont très diversifiés et sont en majeure partie 

connus des poissons marins (Hochberg, 1989). Parmi eux sont retrouvés les virus, les bactéries et 

les champignons mais aussi des protozoaires, des dicyémides (propres aux céphalopodes), des 

ciliés, des plathelminthes, des nématodes, des annélides et des arthropodes. Mais depuis le 

développement et l’expansion des activités industrielles humaines, d’autres paramètres sont 

rentrés en jeu pouvant affecter la santé des animaux marins : les polluants. Ces substances 

écotoxicologiques sont diverses (toxines, métaux lourds), et ont deux propriétés générales : elles 

sont déversées dans l’environnement et peuvent impacter les écosystèmes à des concentrations 

relativement faibles (Bols et al., 2001). Les infections bactériennes induisent des modifications 

chez les céphalopodes au niveau du nombre d’haemocytes circulants mais aussi au niveau du 

système humorale (i.e. lysozyme, antiprotéase) (Malham et al., 1998). Les polluants sensibilisent la 

stimulation du métabolisme oxydatif des phagocytes, altèrent la production de mucus externe et 

modulent le niveau d’activité de certaines enzymes (i.e. lysozyme) qui peuvent être stimulées ou 

inhibées chez le poisson (Bols et al., 2001). Chez la seiche, il a été montré une accumulation de 

métaux lourds dans les œufs de Sepia (Lacoue-Labarthe et al., 2008a, 2009b, 2010a) et un 

transfert de ces métaux de la mère dans les œufs (Lacoue-Labarthe et al., 2008b). Ces métaux 

peuvent perturber l’activité des enzymes immunitaires humorales comme décrit par Lacoue-

Labarthe et al. (2009a) chez l’embryon de S. officinalis. 

 

E. But de l’étude 

Les bio-marqueurs sont définis comme étant des mesures effectuées sur des fluides corporels, des 

cellules, des tissus ou sur des animaux entiers, pouvant indiquer la présence de perturbations ou 

de contaminants par des approches biochimiques, cellulaires, physiologiques, comportementales 

ou énergétiques (Luna-Acosta et al., 2010b). Les enzymes (i.e. antiprotéases, lysozymes et 

phénoloxydases) peuvent être utilisées en tant que bio-marqueurs pour détecter les signaux 



Etude du système immunitaire Chapitre 3 

160 
 

sensibles des effets délétères des contaminations environnementales (Luna-Acosta et al., 2010b). 

Ces contaminations peuvent être d’origine naturelle ou anthropique.  

Le but de cette étude était d’étudier différentes enzymes importantes dans le système 

immunitaire (i.e. antiprotéases, lysozymes et phénoloxydases) pour améliorer la connaissance de 

la distribution de ces facteurs humoraux chez S. officinalis. Ensuite, adapter ces méthodes de 

dosages enzymatiques aux jeunes stades de cette espèce. Enfin, appliquer ces dosages aux œufs, 

aux juvéniles et aux pré-recrues collectées pour l’étude de la variabilité spatio-temporelle du 

système immunitaire. 

Ce chapitre s’articulera autour de deux axes :  

 La répartition des activités des antiprotéases, des lysozymes et des phénoloxydases dans 

les principaux tissus de la seiche commune Sepia officinalis L. 

(Cette première partie a fait l’objet d’une publication soumise dans le journal 

« Comparative Biochemistry and Physiology : Part B ») 

 

 Etude de l’activité lysozomale dans les œufs, les juvéniles et les pré-recrues de seiche. 
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II. ACTIVITES ANTIPROTEASE, LYSOZYME ET PHENOLOXIDASE DANS LES 

PRINCIPAUX TISSUES DE LA SEICHE SEPIA OFFICINALIS L. 

 

Résumé: 

Cette étude a porté sur trois activités enzymatiques (i.e. antiprotéase, lysozyme-like et 

phénoloxydase) dans treize des principaux organes de la seiche commune Sepia officinalis. Ces 

organes ont été prélevés sur 10 individus puis les activités enzymatiques ont été mesurées afin de 

décrire leur distribution dans ces différents organes. 

L’activité antiprotéasique est principalement localisée dans les organes du système digestif de 

la seiche (i.e. glande digestive, appendices de la glande digestive, caecum et estomac) où cette 

activité serait essentiellement régulatrice des protéases endogènes présentes dans ces organes. 

Les activités des phénoloxydases (PO) et des prophénoloxydases (pro-PO) sont réparties 

différemment. En effet, à l’exception du manteau, l’activité PO est omniprésente dans l’ensemble 

des tissus prélevés chez Sepia alors que l’activité pro-PO est principalement associée aux organes 

jouant un rôle important dans le système immunitaire et circulatoire (i.e. cœurs branchiaux, 

appendices des cœurs branchiaux, cœur central, branchies, corps blanc et lobes optiques). 

L’activité lysozymale est localisée, comme pour la pro-PO, dans les organes des systèmes 

circulatoire et immunitaire mais aussi au niveau des tissus en contact avec le milieu extérieur [i.e. 

peau, manteau et glandes salivaires postérieures (dont les sécrétions sont évacuées dans la cavité 

buccale)]. 

Cette étude met en évidence, pour la première fois, la distribution des activités des lysozymes, 

des antiprotéases et des PO/pro-PO dans les tissus de S. officinalis et fournit ainsi la base 

fondamentale pour une meilleure compréhension du fonctionnement du système immunitaire 

chez cette espèce. 
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Abstract 

This study investigated 3 enzymatic activities (antiprotease, lysozyme-like and phenoloxidase (PO)-

like) in 13 main tissues of the European common cuttlefish Sepia officinalis. Antiprotease activity 

was mainly localized in cuttlefish digestive organs where it was thought to regulate endogenous 

proteases that are secreted for digestion. PO-like and activated phenoloxidase (APO)-like activities 

were distributed differently. Indeed, with the exception of the mantle, PO-like activity was found 

to be ubiquitous within sampled Sepia tissues, whereas APO-like activity was mainly associated 

with organs playing important roles in both the immune and circulatory systems. Lysozyme-like 

assay revealed an important presence of this enzyme activity in tissues exposed to the external 

environment such as the skin and mantle, and in the posterior salivary gland (PSG) which 

secretions are discharged in the buccal mass. Our study reports lysozyme, antiprotease and 

phenoloxidase/prophenoloxidase distributions in S. officinalis tissues for the first time, and thus 

provides the fundamental basis for a better understanding of immune system function in this 

species. 
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A. Introduction 

Most marine organisms inhabit environments that are relatively rich in bacteria and other 

microorganisms along with anthropic contaminants. In these environments, seawater may 

function as a medium for both transport and growth of microbes, in contrast to air, which is 

thought to function only as a transport medium. Thus marine organisms share their ecosystem 

with health-threatening microorganisms and the principal function of their immune system is to 

mediate interactions between the host and the microbiotic world (McFall-Ngai et al., 2010; 

Hansen and Olafsen, 1999). This finding helps to understand the need for marine species to have a 

powerful immune system.  

In invertebrates, innate cellular and humoral mechanisms are the major lines of defence limiting 

microbial invasions and mediating the clearance or killing of the invading microbes from blood and 

tissues. Lysozyme-like family, protease inhibitors and phenoloxidase (PO) system are constituents 

of this humoral line of defence (Armstrong, 2006; Hikima et al., 2003). Lysozyme, an antimicrobial 

protein, is an enzyme that cleaves the 1,4-β-glycosidic linkage between N-acetylglucosamine and 

N-acetylmuramic acid of Gram-positive bacterial cell walls (Fiolka et al., 2012). Most organisms 

have the genetic capacity to produce multiple lysozymes of different types (chicken-type, goose-

type, invertebrate-type), and it is presumed that these may have complementary or even different 

functions such as antibacterial or digestive enzymes (Callewaert and Michiels, 2010). The POs, a 

family of copper proteins, catalyse the first step of melanin production i.e. the oxidation or 

hydroxylization of phenols to produce quinones. Melanisation is an important immune mechanism 

among many invertebrate taxa, involved in non-self recognition, toxic compounds production 

against pathogens, wound healing process, and stimulating cellular-defence factor synthesis 

(Luna-Acosta et al., 2011a, 2011b, 2010a; Cerenius et al., 2010, 2008; Lacoue-Labarthe et al., 

2009a; Hellio et al., 2007; Siddiqui et al., 2006; Luna-González et al., 2003). Specifically involved in 

invertebrate non-self recognition and already described in arthropods (Masuda et al., 2012; 

Cerenius et Söderhall, 2004), a zymogenic form of POs called prophenoloxidase (proPO) has begun 

to be studied in molluscs. This system consists in the activation of the inactive proenzyme proPO 

to PO by proteolytic cleavage via an endogenous activator or exogenous agents (Hellio et al., 2007) 
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such as lipopolysaccharides or peptidoglycans from bacteria (Cerenius et al., 2008). Finally, 

antiproteases or protease inhibitors aid in the defence of various organisms by regulating and 

inhibiting protease activities, which can be endogenous or secreted by bacteria, after interacting 

with their reactive sites or by entrapping the target protease and blocking access of protein 

substrate to the enzyme. Antiproteases can regulate protease activities involved in the coagulation 

of haemolymph, the activation of proPO system and the synthesis of cytokines and antimicrobial 

peptides (Xue et al., 2009). In marine molluscs, PO/ProPO system, lysozyme-like and antiproteases 

have been mainly studied in haemolymph and haemocytes of bivalves such as Crassostrea gigas 

(Thomas-Guyon et al., 2009; Hellio et al., 2007; Itoh et al., 2007; Luna-González et al., 2003; Faisal 

et al., 1998), C. virginica (Xue et al., 2010, 2009; Jordan et al., 2005; Faisal et al., 1998), Mytillus 

edulis (Coles and Pipe, 1994; Pipe, 1990), M. galloprovincialis (Li et al., 2008; Carballal et al., 1997), 

Nodipecten subnodosus (Ramírez-Castillo et al., 2011; Luna-Gonzalez et al., 2003), Perna viridis 

(Sharma et al., 2009; Asokan et al., 1997), Ruditapes decussatus (López et al., 1997) and 

Saccostrea glomerata (Newton et al., 2004), or in gastropods such as Haliotis cracherodii (Martello 

and Tjeerdema, 2001), H. diversicolor supertexta (Cheng et al., 2004a, 2004b, 2004c; Suhong et al., 

2004), H. rufescens (Martello and Tjeerdema, 2001) and H. tuberculata (Latire et al., 2012). 

In the cephalopod class, which possesses anatomical peculiarities within the mollusc phylum as 

having a closed circulatory system with a central systemic heart and two branchial hearts (Wells, 

1983), defence against pathogens involves both humoral and cellular responses. Agglutinins, 

lectins, lysozymes and antiproteases, are important components of humoral immunity while 

cellular responses involve haemocytes in haemolymph and tissues (Malham et al., 2002). In Sepia 

officinalis, antiproteases were found in adult plasma (Armstrong, 2006) and the PO/proPO system 

was studied during embryonic development (Lacoue-Labarthe et al., 2009a). Furthermore, 

cephalopod PO studies have focused on tyrosinase activity found in the ink gland which is involved 

in melanogenesis (Derby, 2007; Fiore et al., 2004; Naraoka et al., 2003; Palumbo et al., 1997). 

Amidst a growing scientific interest toward immune enzyme function, antiproteases, lysozyme-like 

and PO-/proPO-system remain poorly studied in cephalopods. Thus the purpose of this work is to 

describe the distribution of these enzymes in the main cuttlefish tissues in order to localise their 

maximum activities and to better understand their roles in S. officinalis.  
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B. Material and methods 

1. Animals and tissue samples 

European common cuttlefish (S. officinalis, n = 10, DML = 21.3 ± 3.5 cm, Weight = 1.03 ± 0.38 kg) 

were obtained from traps deployed in front of the marine station at Luc-sur-Mer (Normandy, 

France). Prior to experimentation, the animals were maintained in 4500 liter tank and starved for 

48h at 15°C. 

 

Figure 46 : Internal anatomy of cuttlefish Sepia officinalis L., with studied tissues. BH: branchial hearts, 
BHA: branchial heart appendages, SH: systemic heart, DG: digestive gland, DGA: digestive gland 
appendages, OL: optic lobes, PSG: posterior salivary glands, Stc: stomach, WB: white body (Boyle and 
Rodhouse, 2005). 

Animals were anesthetized through placement for 2 min in seawater containing 2 % ethanol and 

quickly killed by decapitation. Then, the digestive gland (DG) and their appendages (DGA), 

posterior salivary glands (PSG), stomac (Stc), cecum, optic lobes (OL), white body (WB), systemic 

heart (SH), gills, branchial hearts (BH) and their appendages (BHA) were removed. In addition, 

pieces of mantle and skin were sampled (Figure 46) and placed on ice. At the end of the 

dissection, tissues were transferred and kept at -80°C until analysed. 
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2. Enzyme extraction and measurements 

Enzyme extraction 

Tissue samples were weighed and ground in liquid nitrogen. Once a fine powder was obtained, the 

sample was homogenised in a known amount (0.1 g to 10 ml) of Tris buffer pH 8 (10 mM Tris-HCl 

and 150 mM NaCl) for lysozyme-like and antiprotease-like assays or Tris buffer pH 7 (0.1 M Tris-

HCl, 0.45 M NaCl, 26 mM MgCl2 and 10 mM CaCl2) for phenoloxidase assay (Luna-Acosta et al., 

2010a). The mixture was stored at 4°C for 1 hour, and then centrifuged for 10 minutes at 4°C at 

15000 g. The supernatant contained the Tris soluble protein used for the enzyme assays. The 

protein content was assayed according to the Bradford method (1976) using Serum albumin 

(Sigma-Aldrich, France) as standard. 

Enzymatic assays 

As described by Malham et al. (1998) and Thompson et al. (1995), antiprotease activity was 

measured by transferring 20 µl of sample in sterile 96-well flat bottom plates (BD, USA) and 10 µl 

of trypsin (100 µg.ml-1 of 0.05 M Tris buffer pH 8) and mixed at room temperature for 5 minutes In 

parallel, intrinsic trypsin activity was measured by replacing 10 µl of trypsin by Tris buffer pH 8 

described below (section 2.2.1.). Two hundred µl of N-Benzoyl-L-arginine 4-nitroanilide 

hydrochloride (BAPNA, Sigma) substrate solution (5.2 mg BAPNA.ml-1 dimethyl sulfoxide (DMSO, 

Sigma) in 10 ml of 0.01 M Tris buffer pH 7.4) was added to each well and incubated for 15 minutes 

at room temperature. A positive control was used by replacing the sample with Tris buffer pH 8. 

Absorbance was read at 405 nm using Mithras LB 940 luminometer (Berthold, Thoiry, France), and 

antiprotease activity was expressed as the percentage of trypsin sample inhibition (TI) compared 

to the positive control. The final activity was expressed as antiprotease activity.µg of protein-1. 

PO-like activity was measured spectrophotometrically by recording the formation of o-

quinones, as described by Luna-Acosta et al. (2010a). PO assays were conducted in 96-well flat 

bottom plates (BD, USA). 3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA, C9H11NO4, Sigma) was used as a 

substrate, at a final concentration of 10 mM (Luna-Acosta et al., 2011c). L-DOPA was prepared 

extemporaneously in Tris buffer pH 7 described below (section 2.2.1.). Following the method of 
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Luna-Acosta et al. (2010a), 10 µl of sample was incubated at 25°C with 80 µl of L-DOPA and 50 µl 

of Tris buffer pH 7. Several control wells were systematically used: 'buffer control' containing only 

buffer, 'sample control' containing only sample and buffer, and 'non-enzymatic control' containing 

only substrate and buffer. Immediately after L-DOPA addition, PO-like activity was monitored for 

5h using Mithras LB 940 luminometer (Berthold, Thoiry, France) at 490 nm. 

Results were systematically corrected for non-enzymatic autoxidation of the substrate and were 

expressed in enzyme unit (1 U) per mg of total protein. One U corresponded to an increase of 

0.001 in the absorbance per min, per mg of protein at 25°C. 

Tropolone (10 mM) and trypsin TPCK (1 g.l-1) were used respectively as PO inhibitor and activator 

(Lacoue-Labarthe et al., 2009a). PO inhibition/activation assays were performed by pre-incubating 

10 µl of PO inhibitor/activator (prepared in Tris buffer pH 7) with 10 µl of sample for 20 minutes, 

at 25°C (Luna-Acosta et al., 2010a). Then, the PO assay was carried out with L-DOPA at final 

concentration of 10 mM, given with tropolone and trypsin TPCK, inhibited phenoloxidase (IPO)-like 

and activated phenoloxidase (APO)-like activities, respectively. ProPO-induced activity was 

measured by subtracting APO-like activity from PO-like activity. Enzymatic oxidation (in the 

presence of an inhibitor or activator) was systematically corrected for non-enzymatic autoxidation 

of the substrate. 

Lysozyme activity was quantified according to Malham et al. (1998). Fifty µl of hen egg 

white lysozyme (Sigma) (85 µg/ml in Tris buffer pH 8 described in section 2.2.1.) standard was 

serially diluted in triplicate in sterile 96-well flat bottom plates (BD, USA). Fifty µl of each sample 

was added in triplicate to the 96 well plates as well as fifty µl of Tris buffer pH 8, as blanks. One 

hundred and fifty µl of the substrate, freeze dried, Micrococcus lysodeikticus (Sigma) (0.075 g/100 

ml of phosphate/citrate buffer pH 5.8 (Na2HPO4.2H2O, 4.45 g/250 ml distilled H2O; citric acid, 2.1 

g/100 ml distilled H2O; NaCl, 0.09 g/100 ml buffer)), was added to each well. The reductions in 

turbidity in the wells were read on Mithras LB 940 luminometer (Berthold, Thoiry, France) at 25°C 

for 5 minutes at 30 second intervals at 450 nm using negative kinetics. Lysozyme concentrations 

were calculated from the standard curve (µg equivalent of lysozyme from hen egg white (HEW).ml-

1). This concentration was divided afterwards by the protein concentration in the sample. Final 
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lysozyme-like activity was thus expressed as concentration of HEW lysozyme equivalent in µg.mg 

protein-1. 

3. Data analysis 

Each organ was tested in triplicate wells and average rates were calculated. Organ assays were 

repeated 10 times to have a final result of 10 mean values/tissue. Results are given as mean ± 

standard error (SE) for adult organs. Values were tested for normality (Shapiro test) and 

homogeneity of variances (Levene’s test). Normal data were compared with an ANOVA followed 

by a Tukey’s HSD test when significant differences (p < 0.05) were found. Differences between PO-

like and APO-like activities were tested for each organ with a Student’s t-test. R software was used 

for statistics and graphics. 
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C. Results 

1. Antiprotease assay 

Antiprotease activity was detected in all samples of S. officinalis, excepting for the OL (Figure 47). 

The digestive system organs presented significantly higher activities (p < 0.05) than other tissues. 

The DG had the highest protease inhibitor activity (2.2 ± 0.2 TI %.µg prot-1) followed by the DGA 

(1.8 ± 0.2 TI %.µg prot-1), the Stc (1.6 ± 0.4 TI %.µg prot-1) and the cecum (1.6 ± 0.4 TI %.µg prot-1). 

The PSG (0.7 ± 0.1 TI %.µg prot-1) activity was significantly lower (p > 0.05) than values found in DG 

and DGA. In the circulatory system organs (BH, BHA and SH) as in white body (WB), gills, mantle 

and the skin, antiprotease activities were significantly lower (p < 0.05) than activities found in the 

digestive system (excepting PSG). 

 

Figure 47 : Antiprotease activity (Trypsin Inhibition % µg prot-1) in studied tissues of cuttlefish Sepia 
officinalis L. (n = 10). BH: branchial hearts, BHA: branchial heart appendages, SH: systemic heart, DG: 
digestive gland, DGA: digestive gland appendages, OL: optic lobes, PSG: posterior salivary glands, Stc: 
stomach, WB: white body. The bars represent the means ± standard error (SE) of 10 animals. Graphs not 
bearing the same subscript letter are significantly different (p<0.05). 
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2. Phenoloxidase assay 

 

Figure 48: PO-like and APO-like activities (U mg prot-1) in studied tissues of cuttlefish Sepia officinalis L. (n 
= 10). BH: branchial hearts, BHA: branchial heart appendages, SH: systemic heart, DG: digestive gland, 
DGA: digestive gland appendages, OL: optic lobes, PSG: posterior salivary glands, Stc: stomach, WB: 
white body. The bars represent the means (± SE) of 10 animals. Graphs not bearing the same subscript 
letter are significantly different (p<0.05). Statistical differences between PO-like and APO-like activities 
for p<0.05 and p<0.01, are represented as * and **, respectively. 

Excepting the mantle, PO-like activity was detected in all sampled cuttlefish tissues. Tropolone 

totally (or almost totally) inhibits PO-like activity in all tissues (data not shown). When an IPO-like 

activity was measured, this value was systematically subtracted from APO and PO-like activity. 

Highest values of PO-like activities were measured in the skin (23.2 ± 2.8 U mg prot
 -1

), followed by 

DG and BH. A pool of organs presented similar activities of about 5 U mg prot
 -1 (PSG, Stc, DGA, 

Gills, SH, BHA and WB). The lowest activities were detected in OL (2.2 ± 1.3 U mg prot
 -1

) and 

cecum (2.0 ± 1.1 U mg prot
 -1) (Figure 48). Trypsin TPCK stimulated PO-like activity (APO-like 

activity) in most of the tissues except in the skin and the DG. The increase in PO-like activity was 

significant in seven organs i.e. in DGA, OL, WB, SH, BH, BHA and gills. Highest APO-like activity was 
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measured in gills. Then, DGA, SH, BH and BHA presented similar APO-like activity. Finally, the 

lowest APO-like activity was measured in WB and OL. After comparison between PO-like activities 

and APO-like activities, it appeared that highest proPO-induced activities were localized in SH and 

gills, and lowest in BH (Table 19). 

Table 19: PO-like, APO-like and proPO-induced activities (mean ± SE, IU.mg prot-1, n=10) in organs of 
Sepia officinalis which showed significantly differences (i.e. DGA: digestive gland appendages, OL: optic 
lobes, WB: white body, SH: systemic heart, BH: branchial hearts, BHA: branchial heart appendages, Gills). 
Statistical differences between PO-like and APO-like activity for p<0.05, p<0.01 and p<0.001, are 
represented as *,**,*** respectively. Letters indicate groups significantly different amongst themselves 
(p<0.05). 

 

3. Lysozyme assay 

All tissue samples of cuttlefish S. officinalis indicated variable amounts of lysozyme-like activity, 

except for the DGA (Figure 49). The highest activity was detected in the skin (2.0 ± 0.9 µg.mg 

protein-1). This activity was significantly (p < 0.05) higher than lysozyme-like activity in the gills, BH, 

OL, DG, DGA and cecum. The mantle, which is beneath the skin, also presented some activity (0.9 

± 0.3 µg.mg protein-1). Furthermore, BHA and SH (organs of the circulatory system), together with 

the WB and the PSG presented all lysozyme-like activities. As for the digestive system, the Stc had 

the highest lysozyme-like activity compared to cecum, DG and DGA. 
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Figure 49: Lysozyme-like activity (µg HEW Lysozyme eq. mg prot-1) in studied tissues of cuttlefish Sepia 
officinalis L. (n = 10). BH: branchial hearts, BHA: branchial heart appendages, SH: systemic heart, DG: 
digestive gland, DGA: digestive gland appendages, OL: optic lobes, PSG: posterior salivary glands, Stc: 
stomach, WB: white body. The bars represent the means (± SE) of 10 animals. Graphs not bearing the 
same subscript letter are significantly different (p<0.05). 

 

D. Discussion 

In general, antiprotease, lysozyme and PO activities are measured in serum or haemolymph and 

also on cultured blood cells such as haemocytes (Siddiqui et al., 2006; Gollas-Galvan et al., 1999; 

Malham et al., 1998; Thompson et al., 1995). Malham et al. (1998) worked on determining 

whether lysozyme and antiprotease activities also existed in various tissues of Eledone cirrhosa. 

However, little is known about the localization of these activities in S. officinalis. The purpose of 

this study was to demonstrate the presence of these activities in different organs of S. officinalis in 

order to better understand their distribution and potential role. 
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1. Antiprotease activity 

Protease inhibitor activity was mainly found in the digestive system organs (DG, Stc, cecum and 

DGA) with the highest activities being found in the DG and DGA. The PSG had significantly (p<0.05) 

lower activity but it was still clearly present. This detected activity could be involved in the 

regulation of proteases present in the saliva (Malham et al., 1998). In the digestive organs, several 

authors have described the presence of protease inhibitors in the hepatopancreas and the visceral 

tissues of squid (Kishimura et al., 2001; Sofina et al., 1988). The protease inhibitors are used as the 

major form of control once a protease has been activated. In this study, the ability of cuttlefish 

antiproteases to inhibit trypsin activity was measured as described by several authors (Kishimura 

et al., 2001; Malham et al., 1998; Thompson et al., 1995). In cephalopods, proteolytic enzymes 

play a major role in the digestive system (Balti et al., 2012; Jellouli et al., 2009) and a strong 

proteolytic activity is also found in the digestive system of S. officinalis among which are the serine 

proteases (e.g. trypsin). Furthermore, these activities are highly concentrated in DG and DGA 

(Boucaud-Camou, 1974) and this high activity implies the presence of protease regulator (protease 

inhibitors). The presence of trypsin inhibitor activity in the digestive organs of Sepia seems thus 

quite normal. Results obtained here are consistent with the descriptions made by Boucaud-Camou 

(1974). 

In parallel, antiprotease plays an important role in immunity. It helps in the defence of various 

organisms by regulating and inhibiting the activities of various mechanistic classes of proteases 

(i.e. aspartic proteases, cysteine proteases, metalloproteases and serine proteases) (Xue et al., 

2009). This study showed the presence of protease inhibitor activities in gills, BH, BHA and SH. 

These organs play an important role in the circulatory system. The gills are responsible for 

haemolymph oxygenation before its circulation to other organs and the hearts ensure distribution 

of haemolymph to the entire body. Beuerlein et al. (2002) and Beuerlein and Schipp (1998) 

showed the importance of the BH in the circulatory system of S. officinalis. These authors 

proposed that this organ played an important role in the defence and detoxification of 

haemolymph and thus prevented the contamination of the whole organism. Activity found in BH, 

BHA and in the SH may reflect a regulation, in those organs, of potentially destructive proteases 

and thus preventing the entire body contamination. Antiprotease activity was also found in the 
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mantle, which is one of the first barriers to the surrounding environment. This activity could thus 

be explained by the necessity of having immune enzymes against pathogen infection when injuries 

occur. 

2. Phenoloxidase activity and ProPO activation 

To our knowledge, this study details for the first time PO and proPO distribution in the major part 

of cephalopod tissues. Highest PO-like activity was found in the skin of S. officinalis highlighting 

two roles that POs probably play specifically in this tissue i.e. first as defence barrier against 

exogenous invaders and also in the wound healing process (Cerenius et al., 2008; Söderhäll and 

Cerenius, 1998; Asokan et al., 1997). However, it is surprising that, unlike previously reported, 

activity measured in the skin is only PO-like but not APO-like. Moreover, our assays seem to 

indicate that PO synthesis is local i.e. in the skin, because of the lack of PO-like and APO-like 

activities in the mantle, the only body part in direct contact with the skin. This underlines a 

constant and direct secretion of POs in this tissue to continually resist foreign invaders and quickly 

react to wounds.  

Second highest PO-like activity was found in the DG. Recent studies (Luna-Acosta et al., 2011a, 

2011b) described a laccase PO-type activity in the bivalve mollusc C. gigas DG without addressing 

its potential local function. The important detoxification role of cephalopod DG and the potential 

various reactions induced by compounds produced from the melanisation cascade (Cerenius et al., 

2010) underline the potential detoxification role of PO enzymes in S. officinalis in this tissue, but 

further tissue-specific analysis will have to be undertaken to validate this hypothesis. Like in the 

skin, APO-like activity was not measured in DG. However, a high APO-like activity has been 

registered in DGA, highlighting a potential reservoir function for DG. Indeed, DG holds and 

synthesizes high levels of powerful proteases (Boucaud-Camou, 1974), which can potentially 

activate proPO and cause unwanted deleterious effects on the host by toxic melanisation 

intermediates (Cerenius et al., 2008). This reservoir function could explain this high proPO content 

in DGA that has only been described as a food absorption organ (Mangold and Bidder, 1989b). 

Other tissues presented quite constant PO-like activity (i.e. PSG, Stc, DGA, WB, SH, BH, BHA, and 

Gills), with lowest activities measured in cecum and OL. PO-like activities measured in organs 
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involved in the immune system (i.e. WB, SH, BH, BHA, and Gills) highlighted the significance of PO 

activity in the immunity of S. officinalis. It is more surprising to find PO-like activities in organs 

involved in the digestive system (i.e. PSG, Stc and DGA). However, Bailey and Worboys (1960) 

described in lamellibranch bivalve molluscs, a PO activity located in the cristallin style, and 

Blaschko and Hawkins (1952) reported strong amine oxidase enzymatic activity in PSG and DG of 

both cephalopods Octopus vulgaris and S. officinalis, but without a clear role. Even if cephalopods 

do not possess cristallin style or an equivalent in their DG, PO activity could be conserved and play 

a role in marine molluscs digestive systems directly or indirectly with compounds produced from 

the melanisation cascade (Cerenius et al., 2010). 

Concerning APO-like activities, significant increase have been measured in organs involved in the 

immune system (at the exception of DGA and OL), underlining the already described non-self 

recognition role of the proPO system (Söderhäll and Cerenius, 1998). The highest proPO-induced 

activities were in SH and gills. This elevated content of the proPO zymogenic form is probably 

linked to the position of these organs e.g. at the center of the arterial system and as first 

circulatory organ next to the gills for SH, and as the main entrance way for foreign organisms and 

toxic compounds into the gills. These localizations highlighted proPO involvement in non-self 

recognition mainly described in arthropods (Cerenius and Söderhall, 2004; Luna-González et al., 

2003; Söderhall and Cerenius, 1998). WB APO-like activity mean value could be explained by the 

well-described role of this organ in circulating-cell (haemocyte) synthesis (Claes, 1996). In regard 

to the APO-like activity found in the OL, to our knowledge, no immune role of OL was previously 

highlighted, but haemocyte infiltration is often described (personal observation) in the outer layer 

of this organ. These data underline the potential income of proPO and PO in this organ to protect 

it from infection in view of its essential role in the nervous system and more particularly in 

locomotor control (Chichery and Chanelet, 1976).  

Similar coupling activities to those described above with DG and DGA were observed in BH and 

BHA. The BH, involved in the detoxification process (Beuerlein et al., 2002), presents a high level of 

PO-like activity (the third highest measured in the studied tissues) and the lowest proPO-induced 

activity (significantly increased). In contrast BHA, which has a haemolymph filter role (Malham et 

al., 1998), presents a medium level of PO-like activity and a level of proPO-induced activity similar 
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to DGA, OL and WB. This highlights the potential reservoir function of the BHA to BH, ready to be 

activated and released into the circulatory system in case of bacterial infection for example. To the 

best of our knowledge, this is the first time that organ localization of POs could play a role in the 

proPO-activation regulation process. These data highlight the tissue–specific heterogeneity of PO 

activities as already described in C. gigas by Luna-Acosta et al. (2011a), and the need to increase 

coupled PO/proPO studies in invertebrates. In the present study, we did not assay individual 

phenoloxidase family members (i.e. tyrosinases, laccases and catecholases) because of the lack of 

knowledge on function and repartition of POs in cephalopods. Further studies could differentiate 

these three types of POs distribution in cuttlefish organs in order to better understand the 

melanisation process and its role in cephalopods and more widely in molluscs. 

3. Lysozyme-like activity 

In fish, high lysozyme-like activity (Saurabh and Sahoo, 2008) and mRNA expression (Hikima et al., 

2001) were found in the skin. The important expression and activity in fish tissues such as the skin 

exposed to external environment was proposed to represent an adaptation to the constant 

exposure of fish to high numbers of opportunistic pathogens in the water (Hikima et al., 2001). In 

bivalve molluscs, as for fish, high expression of lysozyme was also found in tissues directly exposed 

to the external environment. The scallop Chlamys farreri had a high lysozyme expression in the 

gills that are constantly flushed with water and thus exposed to infectious agents (Callewaert and 

Michiels, 2010).  

Lysozyme-like activity was mainly found in the cuttlefish skin and in the mantle with lower activity 

(Figure 49). These tissues are the first barriers between cuttlefish organs and the external 

environment where lysozyme-like activity has an important role in protection against bacteria. 

This localization is thus consistent with author descriptions on fish and bivalve molluscs and may 

reflect its action in neutralizing pathogens after injuries or bacterial infection. This enzymatic 

activity was also found in the cuttlefish WB and the adjacent OL. In S. officinalis these organs are 

richly vascularised and especially the optic glands bonded to the OL where lysosomal inclusions 

were described by Mangold (1989). The important vascularisation of these organs could explain 

the presence of lysozyme-like activity in the OL which could be due to the presence of circulating 



Etude du système immunitaire  Chapitre 3 

179 

 

haemocytes in the capillary system. But this activity could also be due to the presence of 

lysosomal inclusions that may contain lysozyme. Claes (1996) described the cyto-morphological 

aspects of the WB cells, where circulating blood haemocytes are synthesised. This author 

observed the presence of lysosome-like vesicles in the four categories of the WB cells with the 

highest density of lysosomal inclusions in the haemocyte ones. The ultrastructural characteristics 

of the WB described by this author indicated that these cells are endocytotically active. Lysozyme-

like activity in the WB and in the OL is thus possibly due to the presence of haemocytes and 

lysosomal inclusions. 

Assays were subsequently conducted on the organs of the circulatory system. Lysozyme-like 

activities were found in SH, BH and BHA. These results emphasise the role of these organs in 

purifying the haemolymph as described by Beuerlein et al. (2002) and Beuerlein and Schipp (1998) 

in Sepia BH and BHA. Antibacterial lysozyme activity is important in neutralizing bacterial 

infections in the circulatory system. It is interesting also to highlight the difference in lysozyme-like 

activity between the BH and BHA. Higher activity was found in the BHA than in BH as already 

observed for proPO, which emphasises the hypothesis of potential reservoir function of the BHA 

compared to BH. 

In the digestive system, activities were detected mainly in the Stc and the PSG and were 

significantly (p < 0.05) lower in the cecum, DG and DGA (Figure 49). The presence of the lysozyme-

like activity in the anterior parts of the digestive system in Sepia is nevertheless interesting. 

Activity in cuttlefish PSG indicates the presence of lysozyme in the oral cavity as a first barrier for 

food microbes. Activity found in the Stc has never been described in cephalopods. Lysozyme 

recruited as a digestive enzyme has been described in vertebrates as well as in invertebrates, 

enabling them to use bacteria as a food source (Callewaert and Michiels, 2010). In ruminants, for 

example, one of the factors contributing to the success of their development is the acquisition of 

digestive lysozymes that contribute to the digestion of bacteria in the Stc (Dobson et al., 1984). As 

discussed for ruminants, the same mechanism of gene duplication possibly allowed Drosophila to 

recruit lysozyme for a digestive function (Callewaert and Michiels, 2010). Furthermore, the 

digestive function of lysozyme has been described in bivalve molluscs. To benefit from large 

amounts of bacteria ingested as a food source, bivalve molluscs need a digestive system capable 



Etude du système immunitaire  Chapitre 3 

180 

 

of breaking down prokaryotic cells. Lysozyme activities detected in the digestive systems of many 

bivalve molluscs have triggered speculation about a possible digestive role for these lysozymes 

(Xue et al. 2010; Itoh and Takahashi 2007; Matsumoto et al., 2006; Takeshita et al., 2004; Bachali 

et al., 2002; Nilsen et al., 1999). Thus many invertebrates from different phyla have lysozymes that 

show adaptations to a digestive profile. In addition, the food accumulation in early digestive stages 

in Sepioidae takes place in the Stc, which can expand considerably and thus accumulate food 

(Mangold and Bidder, 1989a). It is conceivable that this accumulation in the Stc, as described in 

ruminants, could be prone to severe degradation of the food bacteria by digestive lysozyme 

before absorption. Bacteria may play an important role for marine animals by providing cells with 

substances or micronutrients such as essential fatty acids, vitamins, minerals or even enzymes 

(Hansen and Olafsen, 1999). However this adaptation has not been described in mollusc 

cephalopods. Results obtained here show the presence of lysozyme-like activity mainly in PSG and 

Stc of S. officinalis without being able to confirm their specificity. These preliminary results may 

suggest the presence of digestive lysozymes in this species of cephalopod. Confirming such 

enzyme adaptation, as described in other species, will require the study of lysozyme expression in 

the Stc along with the characterization of lysozymes present in cuttlefish tissues. Lysozymes 

contributing to antibacterial defence are generally expressed in tissues and body fluids exposed to 

the environment or involved in bacterial clearance, while high expression levels of lysozyme in the 

Stc or gut rather point to a digestive function (Callewaert and Michiels, 2010). 

4. Lysozyme, antiprotease and prophenoloxidase distribution 

After individual examination of enzyme distribution in cuttlefish tissues, a principal component 

analysis (PCA) was performed in order to get a generalized distribution pattern of these enzymes 

within the cuttlefish S. officinalis body. Because of the ubiquitous PO-like and APO-like activities, 

only proPO-induced activity was used in our analysis. PCA related tissues and enzymatic activities 

measured (Figure 50) allowed the formation of three tissue groups with three corresponding 

enzymes. Lysozyme-like activity was correlated with the skin, mantle and PSG highlighting the 

importance of this enzyme in tissues that are in contact with the external environment. 

Antiprotease activity was mainly correlated with digestive system organs (Stc, cecum and DG) and 

this activity was thought to be a regulating activity of endogenous proteases that are secreted for 
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digestion and potentially detoxification. In contrast, the proPO-induced activity, which is the PO 

activity provided from zymogenic form, was associated to organs playing an important role in 

immune and circulatory systems (BH, BHA, SH, Gills, WB and OL) and in DGA as well, which could 

have a PO reservoir role towards DG detoxification process as described above (section 4.2.). 

 

Figure 50 : Principal component analysis of antiprotease, lysozyme-like and proPO induce activities in 
studied tissues of cuttlefish Sepia officinalis L. BH: branchial hearts, BHA: branchial heart appendages, 
SH: systemic heart, DG: digestive gland, DGA: digestive gland appendage, OL: optic lobes, PSG: posterior 
salivary glands, Stc: stomach, WB: white body. 
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III. ETUDE DE L’ACTIVITE LYSOZYME DANS LES ŒUFS, LES JUVENILES 

D’ELEVAGE ET LES PRE-RECRUES DE SEICHE 

A. Introduction 

Dans l’étude précédente, nous avons montré que certains bio-marqueurs (i.e. lysozyme et 

prophénoloxydase) sont essentiellement localisés au niveau des organes jouant un rôle dans 

l’immunité (organes du système circulatoire et tissus en contact avec le milieu extérieur). Ces 

enzymes sont donc prometteuses pour une application chez les juvéniles de seiche aux premiers 

stades de leur vie. Etant difficile de séparer les organes chez les embryons et les nouveau-nés, le 

dosage de ces enzymes a été réalisé sur les œufs et juvéniles entiers. 

La possibilité d’adapter l’activité lysozymale aux premiers stades de vie de la seiche a été 

investiguée. Le but de ce travail est de valider ce bio-marqueur aux jeunes stades et voir si ce 

dernier peut être utilisé pour la description des variations spatio-temporelles du système 

immunitaire dans les œufs, chez les juvéniles et chez les pré-recrues. 

 

B. Matériel et méthodes 

1. Matériel biologique 

Les œufs de seiche 

Les œufs de seiche ont été collectés au niveau des quatre sites de ponte et acheminés jusqu’à la 

station marine de Luc sur mer, tel que décrit dans le chapitre 1-II-B2. Les œufs sont ensuite 

acclimatés pendant une semaine (à l’exception des œufs de TB 2009) puis congelés (chapitre 2-III-

B1) pour les analyses biochimiques. 

Les juvéniles d’élevage 

Les juvéniles de seiche ont été élevés en milieu expérimental puis échantillonnés de façon 

hebdomadaire, tel que décrit dans le chapitre 1-II-B3 et le chapitre 2-II-B1 pour les analyses 

biochimiques. 
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Les organes des pré-recrues de seiche 

Après collecte dans les sites de ponte, les pré-recrues sont congelées à -80°C jusqu’aux analyses 

biochimiques (Chapitre 1-III-B1). Les animaux sont ensuite disséqués (Chapitre 2-III-B1) et les 

branchies, cœurs branchiaux, appendices des cœurs branchiaux et le cœur central sont utilisés 

pour le dosage des lysozymes. Après dissection à froid, les différents organes sont congelés au         

-80°C jusqu’aux analyses biochimiques.  

2. Extraction et essai enzymatique 

Les échantillons d’œufs (30 œufs/site/année répartis en 6 réplicats de 5 œufs/dosage), de 

juvéniles (10 juvéniles/site/âge/année répartis en 5 réplicats de 2 juvéniles/dosage) ou d’organes 

de pré-recrues  (n = 10/site/année) sont broyés avec de l’azote liquide jusqu’à obtenir une poudre 

fine. L’extraction enzymatique est faite ensuite dans du tampon Tris pH 8 (Chapitre 2-II-B2) et le 

surnageant obtenu est utilisé pour le dosage des lysozymes et le contenu protéique. 

Le contenu protéique du surnageant a été déterminé et le dosage des lysozymes, tel que décrit 

dans le chapitre 3-II-B2. 

3. Analyses statistiques 

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± erreur standard. Pour les tests statistiques, 

les tests préliminaires de normalité et d’homoscédasticité ont permis l’utilisation des méthodes de 

comparaison paramétrique. Les activités enzymatiques ont été comparées avec l’analyse des 

variances (ANOVA à deux facteurs pour la comparaison des sites et des années) en utilisant le 

logiciel « R statistical software ». Quand des différences étaient présentes, un test post hoc Tukey 

était réalisé pour déterminer les différences entre les groupes (p<0.05). Pour comparer l’évolution 

des activités lysozymales entre années, les données de lysozyme ont été transformées en utilisant 

le logarithme népérien pour chaque activité à un âge donné. Ensuite, les pentes d’évolution des 

activités sur 35 jours ont été déterminées grâce aux modèles linéaires, et les significativités entre 

les pentes déterminées avec une ANCOVA (p < 0.05) en utilisant le logiciel « R statistical 

software ». 
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C. Résultats 

1. Les œufs et les juvéniles d’élevage 

Le dosage des lysozymes a été effectué sur les œufs (Figures 51A, 51C et 51E) et les juvéniles 

(Figures 51B, 51C et 51F) de seiches élevés sur 35 jours en milieu expérimental. La comparaison 

des activités lysozymes des œufs de 2009 (Figure 51A) et des œufs de 2010 (Figure 51C) n’a pas 

révélé de différence significative (p > 0.05) entre les sites et les deux années. Les œufs de Torbay 

(TB) (Figure 51E) ont une activité lysozymale inférieure (p < 0.05) à celle des œufs de Baie de Seine 

(BS) et d’Agon Coutainville (AC) en 2011, mais aussi inférieure à celles des œufs de tous les lots de 

2010 et de TB en 2009. 

Le profil des activités lysozymales chez les juvéniles de seiche est décroissant entre le jour 

d’éclosion et 35 jours post-éclosion pour l’année 2009 (Figure 51B), 2010 (Figure 51D) et 2011 

(Figure 51F). Cette diminution d’activité est significative (p < 0.05) pour les trois années et pour 

l’ensemble des sites à l’exception des juvéniles du site d’AC en 2009 où la diminution ne s’est pas 

révélée significative (p > 0.05) (Tableau 20). La comparaison des activités entre sites en fonction 

de l’âge des individus (jours post-éclosion) n’a pas montré de différence significative (p > 0.05) en 

2009 et 2010. En 2011, les juvéniles de TB ont montré des activités inférieures (p < 0.05) au jour 

d’éclosion ainsi qu’à 7 jours post-éclosion (Figure 51F et Tableau 20). 

Tableau 20: Etude des significativités sur l’évolution des activités des lysozymes (équivalent de blanc 
d’œuf de poule/mg de protéine) chez les juvéniles de seiche en fonction de l’âge et du site (ANOVA à 
deux facteurs, p < 0.05). Les sites étudiés sont : AC : Agon Coutainville, BS : Baie de Seine, SE : Selsey et 
TB : Torbay. Aucune comparaison entre années dans ce tableau. 
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Figure 51: Activité lysozymale (Eq. HEWL/mg prot-1 : équivalent lysozyme de blanc d’œufs de poule/mg 
de protéine) dans les œufs de seiches (Graphes A, C et E) et les juvéniles dans leurs premiers stades de 
développement post-éclosion (35 jours, Graphes B, D et F) et en fonction de différents sites de ponte en 
Manche. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± se pour n = 6 (œufs) et n = 5 (juvéniles). 
Les années de suivi : 2009 (Graphe A et B), 2010 (Graphes C et D) et 2011 (Graphes E et F). Les sites 
étudiés sont : AC : Agon Coutainville, BS : Baie de Seine, SE : Selsey et TB : Torbay. Les tests de 
significativité ont été effectués séparément sur les œufs et les juvéniles. Les barres ne portant pas la 
même lettre sont significativement différentes (p < 0.05). Une (*) indique la présence d’une différence 
significative (p < 0.05) entre sites à un âge donné (cf. tableau 1). 
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La comparaison des profils d’évolution de l’activité lysozymale sur 35 jours post-éclosion, en 

fonction des sites et des années étudiées, a montré une décroissance significativement (p < 0.05) 

plus importante des pentes d’évolution en 2010 et 2011, comparé à celles obtenues en 2009 

(Tableau 21), à l’exception de la pente de TB 2011 (pas significative). 

Tableau 21: Comparaison des pentes d’évolution de l’activité lysozymale, sur 35 jours d’élevage des 
juvéniles de seiche, entre les sites et entre les années. Les sites étudiés sont : AC : Agon Coutainville, BS : 
Baie de Seine, SE : Selsey et TB : Torbay. 

 

2. Les pré-recrues de seiche 

L’activité lysozymale au niveau des organes du système circulatoire (cœurs branchiaux, 

appendices des cœurs branchiaux, cœur central et branchies) était supérieure (p < 0.05) chez les 

pré-recrues de BS, comparé à celle trouvée chez les pré-recrues d’AC et de TB en 2010 (Figure 

52A). Aucune différence significative (p > 0.05) n’a été observée au niveau de l’activité lysozymale 

des pré-recrues d’AC et TB en 2010, de même pour les pré-recrues de 2011 (Figure 52B). L‘activité 

lysozymale des pré-recrues de BS en 2011 avait une moyenne supérieure à celle des pré-recrues 

deux autres sites mais cette différence n’était pas significative (p > 0.05). 
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Figure 52 : Activité lysozymale chez les pré-recrues de seiche provenant de différents sites de ponte en 
Manche en 2010 (Graphe A) et 2011 (Graphe B). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± se 
pour n = 10 individus. Eq. HEWL : équivalent lysozyme de blanc d’œufs de poule. Les sites étudiés sont : 
AC : Agon Coutainville, BS : Baie de Seine et TB : Torbay. Les barres ne portant pas la même lettre sont 
significativement différentes (p < 0.05) (ANOVA à 2 facteurs).  
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D. Discussion 

1. Activité lysozymale des œufs de seiche et évolution de cette activité chez les juvéniles 

au premier mois post-éclosion 

Il est connu depuis plusieurs décennies que les œufs de poissons, ainsi que toute surface 

submergée, sont facilement colonisés par des bactéries (Hansen and Olafsen, 1999). Il est donc 

primordial aux organismes vivants marins d’avoir une protection contre ces développements 

bactériens. L’activité lysozymale trouvée au niveau des œufs de seiche est entre 10 et 25 µg 

d’équivalent lysozyme de blanc d’œuf de poule/mg de protéine. Cette activité est égale voir 

supérieure à celle retrouvée chez les juvéniles. Ceci souligne l’importance de cette activité au 

cours du développement embryonnaire, quelque soit l’année ou le site étudié, à l’exception des 

œufs collectés à TB en 2011. En effet, la seule différence est enregistrée pour ce lot d’œufs qui a 

une activité significativement inférieure (< 5 µg d’équivalent lysozyme de blanc d’œufs de 

poule/mg de protéine). Mais cette faible activité n’affecte pas le taux d’éclosion des œufs 

(Chapitre 1-II).  

Une faible valeur a aussi été relevée par la suite chez les juvéniles de ce même site, de l’éclosion à 

7 jours post-éclosion. Donc, le faible taux de lysozyme au niveau des œufs de TB en 2011 a affecté 

le taux de lysozyme chez les juvéniles au cours de la première semaine post-éclosion. Ces œufs ont 

subi le stress du transport du site de TB jusqu’à la station marine en France. Le stress mécanique a 

un effet modulateur sur l’activité lysozymale (activateur ou inhibiteur). En effet, une augmentation 

de l’activité lysozymale est observée dans le plasma des truites arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) 

après un stress dû à la manipulation des animaux (Demers et Bayne, 1997) alors qu’une 

diminution de cette activité est observée dans le plasma de Limanda limanda (Hutchinson et 

Manning, 1995) après un stress de transport. La réponse de l’activité lysozymale est donc variable 

en fonction des espèces. Mais cette activité varie aussi selon le tissu étudié et le moment 

d’échantillonnage. En effet, Malham et al. (1997) observent une diminution de l’activité 

lysozymale dans les haemocytes d’Eledone cirrhosa après 4 et 24h post-injection bactérienne mais 

une augmentation au niveau des cœurs branchiaux de ces céphalopodes après 48h post-injection. 

Cependant, les faibles activités des lysozymes dans les œufs et les juvéniles de TB en 2011 ont été 

notées seulement cette année là et pour ce site. Il en est de même pour l’effet post-éclosion sur 

les juvéniles. Etant donné que les protocoles de manipulation (prélèvement, conditionnement, 
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transport) des échantillons anglais sont identiques pour les différentes années et pour les deux 

sites étudiés (TB et SE), cette diminution n’est pas due à un problème de transport.  

Le stress aurait pu accentuer un problème initialement lié à la qualité des œufs dans leur site 

d’incubation de cette même année rendant les juvéniles plus vulnérables. En effet, les juvéniles de 

TB en 2011 ont enregistré le plus fort taux de mortalité comparé aux autres sites et aux différentes 

années de suivi (Chapitre 1-II). Lacoste et al. (2001) ont montré qu’un stress physique (i.e. remuer 

les animaux dans un conteneur de 20 litres à 100 tours par minute) impose des changements 

physiologiques (i.e. augmentation des taux de neuroendocrines dans l’haemolymphe) chez l’huitre 

(C. gigas), influençant les interactions hôte-pathogène et induisant une augmentation de la 

vulnérabilité des animaux aux infections bactériennes (Vibrio splendidus). Les œufs de moins 

bonne qualité à la base sont plus vulnérables. Le transport aurait pu accentuer cette vulnérabilité, 

se traduisant par une chute des activités lysozymales dans les œufs qui fragilise ensuite les 

juvéniles à l’éclosion.  

L’évolution de l’activité lysozymale, chez les juvéniles au premier mois post-éclosion, a montré un 

profil stable entre années et sites avec une importante activité à l’éclosion puis une diminution de 

ces activités jusqu’à 35 jours post-éclosion. La forte activité à l’éclosion est d’une grande 

importance, puisqu’elle est retrouvée systématiquement tous les ans et pourrait jouer un rôle 

dans la protection des juvéniles contre leur nouvel environnement en dehors de l’œuf. Les larves 

et les juvéniles des espèces marines naissent dans un environnement riche en microorganismes 

potentiellement pathogènes. Ceci supporte l’hypothèse que ces jeunes larves doivent 

« reconnaître » et savoir se défendre contre les pathogènes dès les premiers stades de vie ainsi 

que de protéger leur homéostasie (Hansen and Olafsen, 1999). La diminution par la suite de 

l’activité lysozymale chez les jeunes seiches se fait naturellement puisqu’elle n’induit pas 

d’augmentation des mortalités chez les juvéniles. Cette diminution pourrait être liée aux 

modifications physiologiques que subissent ces animaux au cours de leurs premiers stades de vie 

post-éclosion. En effet, certaines fonctions ne sont pas encore pleinement matures. Le système 

nerveux n'est pas complètement développé comme le montre Dickel et al. (2001) dans son étude 

sur la mémoire. L'appareil reproducteur en est juste à une ébauche dont la différenciation 

cellulaire débute à l'éclosion (Lemaire et Richard, 1970), et le système digestif ne mature qu’après 

1 mois post-éclosion (Yim et Boucaud-Camou, 1980). Chez les salmonidés (Salmo salar et Salmo 

trutta), une diminution de l’activité lysozymale a été observée parallèlement à une diminution du 
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nombre de leucocytes et de lymphocytes dans le sang au cours de la smoltification (Muona and 

Soivio, 1992). Chez les céphalopodes, les haemocytes sont les principales cellules immunitaires 

(McFall-Nigai et al., 2010) et ces cellules évoluent chez la seiche en fonction de l’âge (Claes, 1996). 

En effet, Claes (1996) a montré que le nombre d’haemocytes décroit entre les stades 

embryonnaires, juvéniles, sub-adultes et adultes. La diminution de l’activité lysozymale pourrait 

donc être en partie liée à la diminution des haemocytes en fonction de l’âge, tel que décrit chez 

les salmonidés (Muona and Soivio, 1992). Cependant, le dosage de l’activité lysozymale a été fait 

sur l’individu entier et pas uniquement sur un extrait d’haemolymphe. La forte activité à l’éclosion 

peut être aussi due à une évolution de cette activité dans les tissus ou les parties muqueuses 

(Stabili et Pagliara, 1994). Le mucus forme typiquement un revêtement glissant contenant des 

activités antibactériennes, telles que l’activité des lysozymes. Le taux basal de cette activité au 

niveau du mucus protège l’organisme des populations bactériennes vivant dans le même 

environnement. Par conséquent, une réduction de cette activité antibactérienne dans le mucus 

augmente la vulnérabilité des animaux aux infections bactériennes (Stabili et al., 2009). 

L’hypothèse du mucus appuierait les résultats retrouvés dans le Chapitre 3-II où l’activité 

lysozymale est essentiellement retrouvée au niveau de la peau, par rapport aux autres organes. De 

plus, les faibles valeurs d’activité retrouvées chez les juvéniles de TB en 2011 sont suivies de fortes 

mortalités pendant les 35 jours post-éclosion.  

Une diminution plus importante de l’activité lysozymale en 2010 et 2011 a été mise en évidence, 

comparé à l’année 2009. Deux facteurs sont différents entre 2009 et les deux autres années. La 

température d’élevage qui est plus importante en 2009 (proche de 20°C) que lors des deux autres 

années (proche de 19°C) et la densité de population dans les structures d’élevage avec 600 seiches 

utilisées en 2010 et 2011 (4 sites, 150 seiches/site) contre 450 seiches en 2009 (3 sites). La 

température influence l’activité lysozymale (Hutchinson et Manning, 1995 ; Wolthaus et al., 1984) 

et la densité affecte l’état de stress des animaux avec des animaux plus stressés quand la densité 

est trop élevée (Domingues et al., 2003 ; Sykes et al., 2003 ; Correia et al., 2005). L’augmentation 

du stress indique une diminution plus rapide de l’activité lysozymale mais sans impact sur le taux 

de mortalité (Chapitre 1-II). 

2. Variabilité spatio-temporelle de l’activité lysozymale chez les pré-recrues de seiche 

Le dosage des lysozymes a été effectué sur les organes du système circulatoire (i.e. cœurs 

branchiaux et appendices des cœurs branchiaux, cœur central et branchies) des pré-recrues 
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récoltées. Une activité lysozymale plus forte a été observée chez les pré-recrues de BS en 

septembre 2010 comparativement à celle des pré-recrues d’AC du même mois et à celle des pré-

recrues de TB (décembre 2010). La même distribution des activités des lysozymes est retrouvée en 

2011 pour ces sites mais sans différence significative entre les lots de BS et des deux autres sites. 

Luna-Acosta et al. (2010b) ont montré que des variabilités spatiales existaient dans les activités de 

différents bio-marqueurs, dont les lysozymes, et ces variabilités sont liées à la différence des 

teneurs en polluants. Le bulletin annuel de la surveillance de la qualité du milieu marin littoral 

(Rapport IFREMER, 2012) montre qu’en Baie de Seine (BS), la concentration des polluants tels que 

les métaux lourds (plomb, mercure, cadmium) est supérieure à la moyenne nationale en France et 

aux concentrations retrouvées dans l’Ouest Cotentin (AC). Ces concentrations sont plus élevées 

près de l’embouchure de la Seine. De plus, la Baie de Seine est impactée par plusieurs bassins 

versants qui influencent sa salinité (Chapitre 1-II). Chu et al. (1995) ont trouvé que la 

concentration de lysozyme, dans l’haemolymphe de C. virginica était plus élevée dans les zones de 

plus faible salinité. Ces apports d’eau douce augmentent aussi les apports de polluants, de 

nutriments et de microorganismes tels que les bactéries dues au lessivage des sols. L’activité des 

lysozymes plus importante, chez les pré-recrues de BS, semble donc être la résultante de cet 

environnement plus impacté par les pressions anthropiques et par les apports d’eau douce 

comparé aux pré-recrues d’AC. La pollution induit des processus de détoxification  qui se mettent 

en place au niveau de la glande digestive (Bustamante et al., 2002) et des cœurs branchiaux 

(Beuerlein et al., 2002) chez la seiche. Ces processus induisent une augmentation des activités 

lysozymales au-delà de la période de contamination (Luna-Acosta et al., 2011b). 

En 2011, la différence n’est plus significative entre les deux sites français (AC et BS). Une 

diminution de l’activité des lysozymes a été observée pour les deux sites, qui est plus marquée 

chez les pré-recrues de BS. Cette diminution de l’activité serait due à la saison de collecte puisque 

les pré-recrues 2011 ont été collectées en novembre. L’activité des lysozymes est variable en 

fonction des saisons, due à la température de l’eau au cycle de vie de l’espèce des espèces 

[C.gigas (Luna-Acosta et al., 2010b) ; L. limanda (Hutchinson et Manning, 1995)] Donc, la collecte 

des pré-recrues au mois de novembre, avec une température d’eau plus froide, aurait induit une 

diminution des activités des lysozymes réduisant les écarts entre les deux sites français. Quant au 

site de TB, aucune différence n’a été enregistrée chez les pré-recrues entre les deux années. De 

plus, les activités des lysozymes se rapprochent de celles trouvées chez les pré-recrues d’AC. 
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E. Conclusion 

L’activité des lysozymes s’est révélée être un bon bio-indicateur des perturbations affectant les 

œufs et les juvéniles de seiches aux premiers jours post-éclosion. Une faible activité de cette 

enzyme n’affecte pas le taux d’éclosion des œufs, mais augmente la vulnérabilité des animaux ce 

qui se traduit par une augmentation des mortalités chez les jeunes individus après éclosion. 

Le profil de cette activité chez les juvéniles de seiche montre une diminution au premier mois 

post-éclosion liée à l’âge des individus. La forte activité à l’éclosion reflète l’importance de cette 

enzyme dans la protection des nouveau-nés contre les agents pathogènes de leur nouvel 

environnement. La diminution qui s’opère ensuite est naturelle puisqu’elle n’induit pas de 

mortalités. La diminution de l’activité lysozyme se fait après adaptation des juvéniles à leur nouvel 

environnement. 

Cette activité indique la présence d’une variation spatio-temporelle chez les seiches tel que décrit 

chez d’autres mollusques, en relation avec la pollution du milieu et de la saison de collecte. Cette 

enzyme est activée au niveau des organes du système circulatoire dans les zones plus 

anthropisées (i.e. BS). Cette activation pourrait être le reflet des processus de décontamination 

mis en place par l’organisme pour lutter contre les différentes sortes de pollution. 
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IV. CONCLUSION 

Ce chapitre avait pour but l’analyse de différentes enzymes immunitaires (i.e. antiprotéases, 

lysozymes et phénoloxydases) pour améliorer la connaissance de la distribution de ces facteurs 

humoraux chez S. officinalis mais aussi, pour étudier la possibilité d’adapter ces dosages 

enzymatiques chez les jeunes stades de vie de cette espèce. L’étude sur les organes et tissus 

adultes (i.e. glandes salivaires postérieures, estomac, caecum, glande digestive, appendices de la 

glande digestive, branchies, cœur central, cœurs branchiaux, appendices des cœurs branchiaux, 

corps blanc, lobes optiques, manteau, peau), a permis d’analyser la distribution de ces enzymes 

chez la seiche. L’activité antiprotéasique (inhibiteur de protéase) s’est révélée être 

essentiellement concentrée au niveau des organes du système digestif où cette activité serait 

régulatrice des protéases endogènes, plus qu’une activité immunitaire, pour un dosage sur des 

juvéniles entiers. L’activité  des phénoloxydases est ubiquiste avec une plus forte activité au 

niveau de la peau. Cependant, la forme activable de cette enzyme, la prophénoloxydase, est 

essentiellement concentrée au niveau des organes et des tissus du système circulatoire et 

immunitaire (i.e. cœurs branchiaux, appendices des cœurs branchiaux, cœur central, branchies, 

corps blanc et lobes optiques). Ce couple d’enzymes peut être utilisé sur des individus entiers 

puisque la soustraction de l’activité phenoloxydase de l’activité prophénoloxydases permet d’avoir 

l’activité spécifique prophénoloxydase, présente dans les organes du système circulatoire et 

immunitaire. L’activité des lysozymes s’est révélée peu présente dans les organes du système 

digestif (à l’exception de l’estomac). Cette activité est présente au niveau de la peau, des cœurs et 

du corps blanc. L’analyse en composantes principales utilisée pour discriminer les organes avec les 

trois activités a montré que le lysozyme est surtout associé aux tissus en contact avec le milieu 

extérieur, en tant que première barrière contre les agents pathogènes.  
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Figure 53: Schéma récapitulatif des principaux résultats obtenus sur les variations spatiales de l’activité 
lysozyme des œufs, des juvéniles et des pré-recrues de seiche Sepia officinalis en Manche.  
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A la suite de ces résultats, il a été choisi d’étudier le lysozyme chez les jeunes stades de vie de la 

seiche. Cette activité a montré un profil stable entre les années et les sites avec une forte activité 

au niveau des œufs et des juvéniles à l’éclosion puis une diminution jusqu’à 35 jours post-éclosion. 

Le lysozyme joue un rôle important dans la protection des embryons au cours du développement 

embryonnaire mais aussi à l’éclosion pour l’adaptation des juvéniles à leur nouvel environnement 

hors de l’œuf. Cette activité enzymatique décroit ensuite naturellement puisque cette diminution 

n’engendre aucune mortalité chez les juvéniles. Le lysozyme s’est montré également être un bon 

bio-indicateur des perturbations chez la seiche. En effet, deux phénomènes ont été observés au 

niveau des premiers stades de vie (de l’œuf jusqu’à 35 jours post éclosion) et au niveau des pré-

recrues dans le milieu naturel. Une faible activité lysozymale, au niveau des œufs se répercute au 

niveau des juvéniles à l’éclosion, et est accompagnée d’une diminution du taux de survie des 

juvéniles (Figure 53). Ceci a été observé pour le site de TB en 2011. Quant à la variabilité spatiale 

de cette activité, les dosages de l’activité des lysozymes effectués sur les organes du système 

circulatoire des pré-recrues (i.e. cœurs branchiaux, appendices des cœurs branchiaux, cœur 

central et branchies) a montré une activité stimulée chez les pré-recrues de BS par rapport aux 

deux autres sites (TB et AC). Cette activité plus importante à BS pourrait être le reflet d’un 

environnement plus anthropisé en BS, qui est fortement impacté par les bassins versants.  
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I. Introduction 

L’étude de la composition biochimique englobe plusieurs éléments pouvant être étudiés tels que 

les contenus protéiques, lipidiques, glucidiques, les acides aminés mais aussi les contenus en 

vitamines, minéraux, oligoéléments ainsi que les classes de lipides et les profils d’acides gras. Ces 

paramètres permettent d’avoir une idée sur la qualité nutritionnelle d’un aliment selon qu’il soit 

riche ou pauvre en tel ou tel composant. Les indices de condition biochimique fournissent 

également des mesures des réserves énergétiques disponibles pour un individu. Les 

concentrations des constituants donnent des informations sur l’accumulation ou la mobilisation 

des ressources qui sont dépendantes de l’état nutritionnel de l’individu (Ferron et Legett, 1994). 

Parmi les différents éléments, les lipides, les protéines et les glucides sont les principaux 

composants biochimiques du monde vivant (Bouchaud et Galois, 1990). 

Les protéines sont des macromolécules composées d’une ou de plusieurs chaînes d’acides aminés 

liées entre elles par des liaisons peptidiques. Ces molécules sont responsables d’une grande 

majorité des fonctions dans les organismes vivants puisqu’elles assurent un rôle de structure dans 

les exosquelettes et des rôles aussi divers que le transport d’oxygène (i.e. hémoglobine), la 

digestion, l’immunité (i.e. enzymes digestives et immunitaires), la régulation d’expression de 

gènes et l’implication dans les voies de signalisation etc. Ces molécules constituent par ailleurs 

l’unique source d’azote de l’organisme (www.anses.fr). 

Les glucides sont synonymes des « hydrates de carbone » ou de « saccharides ». Il s’agit de 

polyalcools comportant une fonction aldéhyde (CHO) ou cétone (CO). Quatre classes de glucides 

ont été décrites par Gray (2003) qui sont les sucres (i.e. monosaccharides et disaccharides), les 

oligosaccharides, les polysaccharides et les glucides hydrogénés. Les principales fonctions 

biologiques de cette molécule portent sur l’énergie et le stockage, sous forme de glycogène dans 

le règne animal.  

Les lipides constituent la matière grasse des êtres vivants. Ces molécules jouent trois rôles 

essentiels. Ils interviennent dans la constitution des membranes cellulaires. Ils prennent part aux 

processus de stockage et de libération d’énergie. Et une partie des lipides joue un rôle dans le 

métabolisme des prostaglandines et des précurseurs de stéroïdes hormonaux (Bouchaud et 

Galois, 1990). 

http://www.anses.fr/
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Les acides gras sont des constituants des triglycérides (une classe de lipides) caractérisés par leur 

structure composée d’une répétition de groupements méthylènes (CH2), formant une chaîne 

carbonée. Les acides gras comprennent des acides gras dits « saturés » (AGS) et des acides gras 

dits « insaturés » (AGI). Les AGI ont une ou plusieurs doubles liaisons au niveau de leur chaîne 

carbonée. En présence d’une seule double liaison, il s’agit d’acides gras mono-insaturés (AGMI) et 

en présence de plusieurs doubles liaisons, d’acides gras poly-insaturés (AGPI). Parmi les AGPI, on 

retrouve les omégas 3 et 6 (n-3 et n-6), les acides eicosapentaénoïques (EPA), les acides 

docosahexaénoïques (DHA) ou encore les acides arachidoniques (AA). Ces composants jouent des 

rôles importants dans l’organisme. Les DHA interviennent dans la physiologie des cellules 

membranaires et les EPA, précurseurs importants des eicosanoides, sont impliqués dans un grand 

nombre de processus physiologiques (Almansa et al., 2003, 2006). Chez les espèces marines, le 

contenu en AG n-6 est mineur dans la composition des lipides totaux, contrairement au n-3 

(Almansa et al., 2006). 

L’utilisation des acides gras (AG), en tant que traceurs de sources alimentaires, a commencée 

depuis les années 1960, pour explorer les relations alimentaires dans un certain nombre 

d’organismes marins (Jackson et al., 2007). Elle est basée sur l’hypothèse selon laquelle plusieurs 

AG du milieu marin, particulièrement les AGPI, peuvent être uniquement bio-synthétisés par 

certains phytoplanctons et certaines macro-algues, composants alimentaires essentiels pour les 

niveaux trophiques supérieurs. Les espèces de phytoplanctons et de macro-algues sont souvent 

caractérisées par des ratios distincts d’AG. Ces ratios influencent les profils d’AG des organismes 

supérieurs et sont utiles en tant qu’outils pour fournir des informations sur la chaîne alimentaire 

(Jackson et al., 2007). 

La composition biochimique a été étudiée chez différentes espèces de céphalopodes pour 

caractériser la qualité de la chair, les variations saisonnières des composants, les effets des 

aliments sur la composition des manteaux, la comparaison des contenus de différentes espèces 

ainsi que l’évolution des profils durant la maturation sexuelle (Moreno et al., 1998 ; 

Moltschaniwskyj et Jackson, 2000 ; Rosa et al., 2002 ; Rosa et al., 2005 ; Ozyurt et al., 2006 ; 

Ozogul et al., 2008 ; Sykes et al., 2009). Cependant, peu d’études se sont intéressées à la 

variabilité spatiale de ces composants. De plus, les outils tels que les isotopes stables, les métaux 

lourds et l’analyse de la signature en acides gras peuvent être utilisés comme indicateurs 

trophiques et comme traceurs des chaînes alimentaires (Jackson et al., 2007). 
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Le but de ce chapitre est donc d’investiguer sur la composition biochimique des œufs, des 

juvéniles et des manteaux de pré-recrues de seiche Sepia officinalis, ainsi que les proies de cette 

même espèce dans différents sites de ponte côtiers. La composition en protéines, lipides et 

glucides sera étudiée de même que les profils d’acides gras aux différents stades de vie de Sepia. 

La détermination des profils d’acides gras, sur les proies d’un côté et sur le manteau des pré-

recrues de l’autre, permettra de mettre la signature en acides gras du manteau en relation avec 

les sources alimentaires locales.  

 

II. Matériel et méthodes 

A. Matériel biologique 

1. Les œufs de seiche 

Les œufs de seiche ont été collectés sur les quatre sites de ponte et acheminés à la station marine 

de Luc sur mer,  tel que décrit dans le chapitre 1-II-B2. Les œufs sont ensuite acclimatés pendant 

une semaine puis congelés (chapitre 2-III-B1) pour des dosages biochimiques ultérieurs.  

2. Les juvéniles d’élevage 

Les juvéniles de seiche, issus des œufs collectés sur les 4 sites de ponte, ont été élevés en milieu 

expérimental puis échantillonnés de façon hebdomadaire, tel que décrit dans le chapitre 1-II-B3 et 

le chapitre 2-II-B1 pour des dosages biochimiques ultérieurs. 

3. Les pré-recrues 

Après collecte dans les quatre sites de ponte, les pré-recrues sont congelées à -80°C jusqu’aux 

analyses biochimiques (Chapitre 1-III-B1).  

4. Les seiches et proies du milieu 

Pour pouvoir collecter de petites seiches et des proies du milieu, des pièges artisanaux ont été 

réalisés (Figure 54). Le piège consiste en une bouteille de 80 litres dont la partie apicale est 

coupée, retournée et fixée pour former l’entrée du piège. A l’intérieur de la bouteille, une grosse 

pierre est déposée pour stabiliser le dispositif dans l’eau. Des morceaux de polystyrène blanc sont 

également déposés pour « attirer les seichons » (technique utilisée par certains caseyeurs pour 

attirer les seiches). La pose de ces pièges n’a pu être faite que dans les deux sites français (BS et 
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AC, zones de marnage respectives de 8m et de 12 m), à marée basse. Pour les sites anglais, la pose 

des pièges, à marée basse, s’est avérée difficile au vu des plus faibles zones de marnage (en 

moyenne 4m) et de la topographie des terrains. 

Trois pièges ont été posés sur chaque site durant les mois de juillet et d’août 2010. Les pièges 

étaient relevés une fois par semaine. Les échantillons sont récupérés grâce à l’ouverture faite en 

bas de la bouteille (Figure 54B). Pour garder les animaux vivants et frais, ces derniers sont placés 

dans un bac d’eau, le temps du transport jusqu’à la station marine. Une fois à la station, l’eau est 

changée pour la réoxygéner. Une première détermination des espèces est faite alors à l’aide de 

clés de détermination, avant de les grouper par famille et de les congeler à -80°C jusqu’aux 

analyses biochimiques.  

 

Figure 54 : Etapes de préparation et de pose des pièges dans les sites pour la collecte de proies et de 
juvéniles de seiche Sepia officinalis. A- Bouteille de 80 L dont la partie apicale est coupée puis retournée 
pour former l’entrée du piège, B- Ouverture faite sur la partie basale de la bouteille pour la récupération 
des échantillons, C- La bouteille est fixée, grâce à des pics en fer attachés à la bouteille et plantés en biais 
dans le sol, D- Le dispositif est fixé à marée basse dans une zone submergée, E- Le dispositif est assuré en 
rajoutant des grosses pierres sur les pics et sur les files attachant la bouteille. (NB : Les objets flottants 
blancs dans la bouteille sont des morceaux de polystyrène afin d’attirer les seiches dans les casiers). 
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B. Préparation des échantillons 

Œufs  

Pour l’étude de la composition des œufs, une dissection à froid (dans un bac de la glace recouvert 

d’une feuille d’aluminium) est au préalable effectuée pour récupérer le vitellus avec l’embryon en 

formation. Les échantillons d’œufs (30 œufs/site/année répartis en 6 réplicats de 5 œufs/dosage) 

sont ensuite broyés dans de l’azote liquide, avant d’être répartis dans des falcons de 15 ml pour 

les différents dosages, puis congelés à -80°C jusqu’aux analyses. Un deuxième groupe d’œufs est 

aussi préparé pour les analyses d’acides gras (30 œufs/site/année répartis en 1 réplicat). 

Juvéniles d’élevage 

Les juvéniles d’élevage sont broyés entiers (n= 10/site/année pour les juvéniles à éclosion et n= 

5/site/année pour les juvéniles de 7 à 35 jours post-éclosion, pour autant de réplicats que de 

juvéniles) avant d’être répartis dans des falcons de 15 ml pour les différents dosages puis congelés 

à -80°C jusqu’aux analyses. Un autre groupe de juvéniles à l’éclosion (10<n<50 

juvéniles/site/année pour 1 réplicat) est aussi préparé pour les analyses d’acides gras. 

Pré-recrues 

Les pré-recrues sont disséquées (Chapitre 2-III-B1). Le manteau est récupéré puis utilisé pour les 

dosages biochimiques. Après dissection à froid, les échantillons de manteau (n= 5/site/année pour 

5 réplicats) sont broyés dans de l’azote liquide avant d’être répartis dans des falcons de 15 ml pour 

les différents dosages puis congelés à -80°C jusqu’aux analyses. Un deuxième lot d’échantillons de 

manteau (n= 5/site/année pour 1 réplicat) est conditionné dans un falcon de 50 ml pour les 

analyses d’acides gras. 

Proies du milieu 

Les proies ont été regroupées, après identification, par famille dans des sachets. Pour l’étude de la 

composition de ces proies, la sélection s’est portée sur les plus abondantes dans les deux sites 

français afin de comparer leur composition. Les familles collectées les plus abondantes sont celles 

des Carcinidae, des Crangonidae, des Palaemonidae et des Gobidae. L’utilisation des clés de 

détermination a permis d’approfondir l’identification jusqu'au genre et de conditionner ces 

animaux dans des sachets ou falcon de 50 ml pour les analyses d’acides gras : Carcinus (n= 15/site 
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pour 1 réplicat, 2 cm <taille<4 cm) pour les Carcinidae, Crangon (n= 35/site pour 1 réplicat, 2 cm 

<taille<4 cm) pour les Crangonidae, Palaemon (n= 15/site pour 1 réplicat, 3 cm <taille<5 cm) pour 

les Palaemonidae et Pomatoschistus (n= 15/site pour 1 réplicat, 2 cm <taille<3 cm) pour les 

Gobidae.  

 

C. Dosages biochimiques 

L’utilisation du terme « GPL » dans le texte est un diminutif des dosages glucidiques (G), 

protéiques (P) et lipidiques (L). 

1. Les protéines (P) 

Extraction 

L’extraction des protéines totales est faite en ajoutant 10 ml de NaOH 1M à 10 mg de tissu broyé 

(Le Bihan, 2006). Les échantillons ainsi qu’une solution de BSA (Bovine Serum Albumine) pour la 

gamme sont ensuite stockés pendant 1 nuit en chambre froide (4°C). 

Dosage 

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de Lowry et al. (1951). 0.1 ml de solution 

H2SO4 0.5M est ajouté à 0.1 ml d’extrait pour neutraliser le mélange. 1 ml de solution C [150 ml 

solution A (600mg de NaOH, 3 g de Na2CO3, 150 ml d’EBD) + 3 ml solution B (15 mg de CuSO4, 30 

mg de tartrate sodium potassium)] est ajoutée. Le mélange est vortexé et incubé 10 minutes à 

température ambiante. Ensuite, 0.1 ml de solution Folin (solution de révélation) est introduite. Le 

mélange final est vortexé et incubé 1h30 à température ambiante et à l’obscurité. L’absorbance 

est lue à 750 nm au spectrophotomètre. Le contenu protéique est déterminé grâce à la gamme 

BSA. 

2. Les glucides (G) 

Extraction 

L’extraction des glucides est faite d’après la méthode de Staats et al. (1999). 1 ml d’eau bi-distillée 

est ajouté à 100 mg de tissu broyé et ce mélange est vortexé puis incubé 1h à 35°C. Les 

échantillons sont ensuite centrifugés à 1000 g pendant 10 minutes. 0.5 ml sont prélevés auxquels 

2 ml d’éthanol absolu sont ajoutés. Les mélanges sont vortexés puis stockés 16h à -20°C. Les 
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échantillons sont de nouveau centrifugés 30 minutes à 3200 g, le culot est gardé pour le dosage 

des glucides. Les falcons contenant les culots sont mis à l’étuve pendant une nuit à 60°C pour 

l’évaporation complète de l’éthanol. 

Dosage 

Le dosage des glucides est fait selon la méthode de Dubois et al. (1956). 1 ml d’eau bi-distillée est 

ajouté au culot afin de le dissoudre, puis le mélange est vortexé et centrifugé à 1000 g pendant 5 

minutes. 1 ml de phénol 5% et 5 ml d’acide sulfurique 96% sont ajoutés à 0.1 ml d’extrait. Le 

mélange est incubé 30 minutes à température ambiante puis l’absorbance est lue à 485 nm au 

spectrophotomètre. La quantité de glucide est déterminée grâce à une gamme de glucose 

effectuée en parallèle. 

3. Les lipides (L) 

Extraction 

L’extraction des lipides est faite selon la méthode de Bligh et Dyer (1959). 1 ml de chloroforme et 

2 ml de méthanol sont ajoutés à 10 mg de tissu broyé. Le mélange est ensuite centrifugé 10 

minutes à 1500 g. Le surnageant est récupéré et l’extraction est réitéré  sur le culot. Sur les deux 

surnageant obtenus, 4 ml d’eau bi-distillée sont ajoutés puis le mélange est centrifugé de 

nouveau, 10 minutes à 1500 g. 2 phases se forment. Après pipetage de la phase supérieure, les 

falcons sont mis 1 nuit à 60°C pour évaporation et les culots sont placés dans des tubes en verre 

pour le dosage des lipides.  

Dosage 

Le dosage des lipides est effectué selon la méthode de Marsh et Weinstein (1966). 10 ml d’acide 

sulfurique 96% sont ajoutés au culot préalablement obtenu lors de l’extraction. Puis les tubes en 

verre sont incubés pendant 20 minutes à 200°C. Ensuite, 0.25 ml d’extrait incubé est ajouté à 0.75 

ml d’eau bi-distillée. L’absorbance est lue à 360 nm au spectrophotomètre. La quantité de lipides 

est déterminée grâce une gamme de palmitate. 

4. Le contenu en eau 

Le taux d’humidité (ou contenu en eau) des échantillons est déterminé après avoir placé du tissu 

frais broyé 24h à l’étuve à 105°C. La différence de poids entre le tissu frais et le tissu sec est 

utilisée pour déterminer le taux d’humidité selon l’équation suivante : 
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Pourcentage d’humidité = [(Poids frais – Poids sec)/ Poids frais] x 100 

5. Les acides gras  

Les échantillons préparés sont envoyés au laboratoire départementale Franck Duncombe (St 

Contest, Basse-Normandie, France) pour les analyses d’acides gras. Certains échantillons n’ont pas 

pu être analysés car la quantité de lipides extraite était insuffisante. 

D. Les analyses statistiques  

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± erreur standard. Pour les œufs et les 

juvéniles à l’éclosion, les dosages biochimiques ont été comparés avec l’analyse des variances 

(ANOVA à deux facteurs pour la comparaison des sites et des années) en utilisant le logiciel « R 

statistical software ». Pour les juvéniles d’élevage de 7 à 35 jours post-éclosion, l’ANOVA à deux 

facteurs a été effectuée entre sites et jours post-éclosion pour chaque année séparée. Quand des 

différences étaient présentes, un test post hoc Tukey était réalisé pour déterminer les différences 

entre les groupes (p<0.05). Une ANCOVA a été utilisée pour comparer les pentes d’évolution des 

lipides, glucides et protéines entre sites et entre année (p<0.05).  
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III. Résultats 

1. Les proies collectées dans les sites français 

Parmi les proies collectées, quelques familles étaient largement représentées dont celles des 

Carcinidae, Crangonidae, Palaemonidae et Gobiidae (Figure 55A). Ces quatre familles représentent 

à elles seules 91% des familles retrouvées sur le site d’AC et 56% des familles retrouvées sur le site 

BS (Figures 55B et 55C). En BS, deux autres familles représentaient pratiquement 40% des familles 

restantes, celles des Gammaridae et des Pleuronectidae (Figure 55C). Ces deux familles ne 

représentaient que 1.4% des familles retrouvées à AC. Des Syngnathidae, des Soleidae, des 

Clupeidae, des Ammodytidae, des Sepiidae et des Majidae ont également été retrouvés, 

représentant à peu près 6% des familles récoltées dans les deux sites français (Figure 55A). 

 

Figure 55 : Liste des familles d’espèces collectées dans les deux sites français en juillet et en août 2010. A- 
Liste des familles avec le nombre d’individus (n) dans chaque site (AC : Agon Coutainville, BS : Baie de 

Seine), B- Le pourcentage de chaque famille des espèces collectées à Agon Coutainville, C- Le 
pourcentage de chaque famille d’espèces collectées à Luc sur mer (Baie de Seine). 
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2. Composition GPL des œufs de seiche 

Le contenu protéique, du vitellus et des embryons en formation, composait en moyenne 60 à 80% 

du poids sec des échantillons (Figures 56A et 56B). Le contenu en protéine, des œufs du site de TB 

en 2011 (Figure 56B), était plus faible de l’ordre de 40 à 45% du poids sec, ce contenu était 

inférieur (p < 0.05) aux contenus protéiques retrouvés sur le site de BS en 2010 (Figure 56A) et sur 

les sites de BS et AC en 2011 (Figure 56B).  

Le contenu lipidique était très variable (Figures 56C et 56D). En 2010  (Figure 56C), aucune 

différence significative (p > 0.05) n’a été détectée entre les différents lots d’œufs. Leur contenu 

lipidique n’était pas  différent (p > 0.05) du contenu retrouvé dans les œufs en 2011 (Figure 56D). 

En 2011, le contenu lipidique des œufs de TB était le plus élevé et ce dernier était supérieur (p < 

0.05) au contenu lipidique des œufs d’AC (Figure 56D). 

Le contenu glucidique des œufs n’était pas différent (p > 0.05) entre les sites en 2010 (Figure 56E). 

Et n’était pas différent (p > 0.05) de celui retrouvé dans les œufs en 2011 (Figure 56F). Pour cette 

dernière année, le contenu glucidique des œufs d’AC était (p < 0.05) supérieur à celui des œufs de 

BS (Figure 56F). 

3. Composition GPL des juvéniles à l’éclosion 

Le contenu protéique des juvéniles à l’éclosion a montré un profil similaire entre les deux années 

étudiées avec des différences plus marquées en 2010 (Figures 57A et 57B). En effet, en 2010 

(Figure 57A), les juvéniles de SE avaient des contenus protéiques supérieurs (p < 0.05) à ceux des 

juvéniles de TB et de BS. Les juvéniles d’AC avaient un contenu protéique intermédiaire. En 2011 

(Figure 57B), les juvéniles de SE avaient toujours le contenu protéique le plus élevé. Ce contenu 

protéique etait supérieur (p < 0.05) à celui des juvéniles de BS mais pas  différent (p > 0.05) de 

celui des juvéniles des deux autres sites (AC et TB).  

Comme décrit précédemment pour les œufs, le contenu lipidique des juvéniles à l’éclosion était 

très variable en 2010 (Figure 57C) et les valeurs retrouvées n’étaient pas différentes (p > 0.05) de 

celles des juvéniles en 2011 (Figure 57D). Cependant, en 2011 (Figure 57D), le contenu lipidique 

des juvéniles de SE était supérieur (p < 0.05) à celui des juvéniles de BS et de TB mais pas différent 

(p > 0.05) du contenu lipidique des juvéniles d’AC. 
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Figure 56 : Contenu en protéines, lipides et glucides totaux (% poids sec) des œufs de seiche (vitellus + 
embryon) provenant de 4 sites de ponte en Manche en 2010 (Graphes A, C et E) et 2011 (Graphes B, D et 
F) (n = 6/site/année). Les sites étudiés sont : AC : Agon Coutainville, BS : Baie de Seine, SE : Selsey et TB : 
Torbay. ANOVA à deux facteurs : les barres ne portant pas la même lettre sont significativement 
différentes (p < 0.05). 
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Figure 57 : Contenu en protéines, lipides et glucides totaux (% poids sec) des juvéniles à l’éclosion 
provenant de 4 sites de ponte en Manche en 2010 (Graphes A, C et E) et 2011 (Graphes B, D et F) (n = 
10/site/année). Les sites étudiés sont : AC : Agon Coutainville, BS : Baie de Seine, SE : Selsey et TB : 
Torbay. ANOVA à deux facteurs : les barres ne portant pas la même lettre sont significativement 
différentes (p < 0.05). 
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Le contenu glucidique des juvéniles à l’éclosion (Figures 57E et 57F) était variable et n’a pas 

montré de différences significatives (p > 0.05) en 2010 (Figure 57E). En 2011 (Figure 57F), le 

contenu glucidique des juvéniles de TB était supérieur (p < 0.05) au contenu glucidique des 

juvéniles de BS, et les juvéniles des deux autres sites (AC et SE) avaient des contenus 

intermédiaires. 

4. Composition GPL des juvéniles d’élevage (7 à 35 jours post-éclosion) 

Les valeurs de contenu protéique (% poids sec) retrouvées chez les juvéniles élevés en milieu 

expérimental variaient entre 36 et plus de 70% du poids sec des individus (Tableau 22). Très peu 

de différences significatives ont été enregistrées, dans les contenus protéiques, entre les sites et 

les stades de développement. 

Tableau 22 : Dosage des protéines totales (% du poids sec) des juvéniles de seiche Sepia officinalis entre 7 
et 35 jours post-éclosion de quatre sites de ponte différents et sur deux années différentes (2010 et 
2011) (n = 5/site/jour-post-éclosion/année). Les sites étudiés sont : AC : Agon Coutainville, BS : Baie de 
Seine, SE : Selsey et TB : Torbay. Les tests de significativité sont effectués entre sites et entre les 
différents jours post-éclosion (ANOVA à 2 facteurs, p< 0.05).  

 

Le contenu lipidique variait entre 9 et 17 % du poids sec des individus (Tableau 23). Aucune 

différence significative (p > 0.05) n’a été relevée entre les sites et les stades de développement sur 

deux ans de suivi. Quant au contenu glucidique (Tableau 24), ce dernier présentait des différences 

(p < 0.05) mais aucune relation n’a été clairement identifiée en fonction des sites d’origine. 
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Tableau 23: Dosage des lipides totaux (% du poids sec) des juvéniles de seiche Sepia officinalis entre 7 et 
35 jours post-éclosion de quatre sites de ponte différents et sur deux années différentes (2010 et 2011) 
(n = 5/site/jour-post-éclosion/année). Les sites étudiés sont : AC : Agon Coutainville, BS : Baie de Seine, 
SE : Selsey et TB : Torbay. Les tests de significativité sont effectués entre sites et entre les différents jours 
post-éclosion (ANOVA à 2 facteurs, p< 0.05).  

 

 

Tableau 24: Dosage des glucides totaux (% du poids sec) des juvéniles de seiche Sepia officinalis entre 7 
et 35 jours post-éclosion de quatre sites de ponte différents et sur deux années différentes (2010 et 
2011) (n = 5/site/jour-post-éclosion/année). Les sites étudiés sont : AC : Agon Coutainville, BS : Baie de 
Seine, SE : Selsey et TB : Torbay. Les tests de significativité sont effectués entre sites et entre les 
différents jours post-éclosion (ANOVA à 2 facteurs, p< 0.05). 
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Figure 58: Profils généraux de l’évolution des protéines, des lipides et des glucides chez les juvéniles de 
seiche Sepia officinalis au premier mois post-éclosion. Les données correspondent à l’ensemble des 
données des différents sites (AC : Agon Coutainville, BS : Baie de Seine, SE : Selsey et TB : Torbay) et des 
deux années (2010 et 2011). 

Les profils généraux des composants protéiques, lipidiques et glucidiques (Figure 58) ont ensuite 

été réalisés avec l’ensemble des données de l’éclosion jusqu’à 35 jours post-éclosion. Le profil 

général du contenu protéique montre une tendance stable au premier mois post éclosion. La 

comparaison des pentes d’évolution entre sites et entre années (Tableau 25) montre en effet que 

le contenu protéique en 2010 avait plus tendance à diminuer avec l’âge. A contrario, les pentes du 

contenu protéique, en 2011, étaient plutôt positives. Au cours des jours post-éclosion, le profil du 
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contenu lipidique des juvéniles était stable et celui des glucides tendait vers une légère 

augmentation en fonction de l’âge (Figure 58). Les pentes de ces composantes variaient peu entre 

les sites et entre les années (Tableau 25).  

Tableau 25: Comparaison des pentes d’évolution des protéines, lipides et glucides chez les juvéniles de 
seiche Sepia officinalis au premier mois post-éclosion entre les sites étudiés (AC : Agon Coutainville, BS : 
Baie de Seine, SE : Selsey et TB : Torbay) et entre les années 2010 et 2011. 

 

5. Composition GPL des manteaux de pré-recrues 

L’étude de la composition des manteaux de pré-recrues récoltées dans le milieu naturel n’a pas 

montré de différences significatives (p > 0.05) entre les pré-recrues des différents sites ni entre les 

pré-recrues des deux années d’échantillonnage (Figures 59A à 59F). Le contenu protéique des 

manteaux variait en moyenne entre 60 et 85% du poids sec des manteaux (Figures 59A et 59B). Le 

contenu lipidique était en moyenne de 1.5 à 2.3 % du poids sec (Figures 59C et 59D) et le contenu 

glucidique variait de 0.6 à 0.9% du poids sec des manteaux (Figures 59E et 59F). 
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Figure 59 : Dosage des contenu en protéines, lipides et glucides totaux (% poids sec) des manteaux de 
pré-recrues provenant de 3 sites de ponte en Manche en 2010 (Graphes A, C et E) et 2011 (Graphes B, D 
et F) (n = 5/site/année). Les sites étudiés sont : AC : Agon Coutainville, BS : Baie de Seine et TB : Torbay. 
Les tests de significativité sont effectués entre sites et entre les deux années pour chaque dosage. Les 
barres ne portant pas la même lettre sont significativement différentes (p < 0.05). 
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6. Composition en acides gras des œufs, des juvéniles à l’éclosion, des manteaux 

de pré-recrues et des proies du milieu 

Les œufs de seiche 

La composition d’acides gras des œufs variait entre sites et entre années avec des tendances 

relevées pouvant discriminer les sites, les uns par rapport aux autres. Les œufs de BS et d’AC sont 

plus riches en acides gras saturés (AGS) comparés aux œufs des deux sites anglais (SE et TB) 

(Tableau 26). Ces derniers sont plus riches en acides gras poly-insaturés (AGPI) dont les acides 

eicosapentaénoïques (EPA, C20:5n3c), les omégas 3 (n-3) et le ratio oméga3/oméga6 (n-3/n-6). La 

teneur en acides docosahexaénoïques (DHA, C22:6n3c) n’est que légèrement supérieure dans les 

œufs des sites anglais. Pour le site de SE, seulement deux années ont été suivies et la composition 

en acides gras (AG) de œufs de ce site variaient entre les deux années. Les valeurs obtenues, en 

2010, étaient proches de celles obtenues pour les œufs des sites français contrairement à 2011 où 

les valeurs des œufs se rapprochaient plus de celles du site TB (Tableau 26). Les œufs des sites 

français étaient plus riches en acide arachidonique (AA, C20:4n6c) et en oméga 6 (n-6), qui sont 

des AGPI, mais leur pourcentage par rapport à l’ensemble des AG reste plus faible. Les ratios 

AA/EPA et AA/DHA étaient aussi plus élevés dans les œufs des sites français. Finalement, le ratio 

EPA/DHA était variable entre les sites et entre les années tout comme pour les omégas 9 (n-9). 

Les juvéniles de seiche à l’éclosion 

En 2010, les juvéniles à l’éclosion étaient plus riches en AGS dans les sites français, et moins riches 

en AGI comparé aux sites anglais (Tableau 27). Ces résultats ressemblent à ceux observés 

précédemment dans les œufs. Les différences sont surtout marquées entre les juvéniles des sites 

de TB (UK) et de AC (FR). Les juvéniles du site d’AC sont plus riches en AA et en n-6 alors que les 

juvéniles du site de TB sont plus riches en EPA, DHA, n-3 et n-3/n-6 (Tableau 27). Les composants 

majeurs des acides gras, chez les juvéniles à l’éclosion, confirment les tendances observées au 

niveau des œufs pour les sites de TB et d’AC. Pour les juvéniles des deux autres sites, les valeurs 

des AG sont proches. La comparaison de la composition des juvéniles des sites anglais, entre 

l’année 2010 et l’année 2011, montre que les rapports AGS/AGI changent entre ces deux années, 

néanmoins  les juvéniles du site TB gardent toujours un contenu supérieur en AGI, 

particulièrement en AGPI.   
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Tableau 26: Composition en acides gras (%) des œufs (vitellus et embryon en formation) de seiche 
prélevés entre 2009 et 2011 sur différents sites de ponte anglo-normands. Les sites de ponte étudiés 
sont : AC : Agon Coutainville, BS : Baie de Seine, SE : Selsey et TB : Torbay. AGS : Acides Gras Saturés, 
AGI : Acides Gras Insaturés, AGMI : Acides Gras Mono-Insaturés, AGPI : Acides Gras Poly-Insaturés, n-3 : 
Omega 3, n=6 : Omega 6, n-9 : Omega 9, EPA : Acide EicosaPentaenoique (C20 :5n-3), DHA : Acide 
DocosaHexaenoique (C22 :6n-3), AA : Acide Arachidonique (C20 :4n-6).  
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Tableau 27: Composition en acides gras (%) des juvéniles de seiche à l’éclosion issus d’œufs prélevés en 
2010 et 2011 sur différents sites de ponte anglo-normands. Les sites de ponte étudiés sont : AC : Agon 
Coutainville, BS : Baie de Seine, SE : Selsey et TB : Torbay. AGS : Acides Gras Saturés, AGI : Acides Gras 
Insaturés, AGMI : Acides Gras Mono-Insaturés, AGPI : Acides Gras Poly-Insaturés, n-3 : Omega 3, n=6 : 
Omega 6, n-9 : Omega 9, EPA : Acide EicosaPentaenoique (C20 :5n-3), DHA : Acide DocosaHexaenoique 
(C22 :6n-3), AA : Acide Arachidonique (C20 :4n-6). 



Etude de la composition des œufs, des juvéniles et des pré-recrues Chapitre 4 

221 
 

 

Tableau 28: Composition en acides gras (%) des manteaux de pré-recrues de seiche prélevées en 2010 et 
2011 dans différents sites de ponte anglo-normands. Les sites de ponte étudiés sont : AC : Agon 
Coutainville, BS : Baie de Seine et TB : Torbay. AGS : Acides Gras Saturés, AGI : Acides Gras Insaturés, 
AGMI : Acides Gras Mono-Insaturés, AGPI : Acides Gras Poly-Insaturés, n-3 : Omega 3, n=6 : Omega 6, n-
9 : Omega 9, EPA : Acide EicosaPentaenoique (C20 :5n-3), DHA : Acide DocosaHexaenoique (C22 :6n-3), 
AA : Acide Arachidonique (C20 :4n-6). 

 



Etude de la composition des œufs, des juvéniles et des pré-recrues Chapitre 4 

222 
 

 

Tableau 29: Composition en acides gras (%) des proies prélevées en 2010 sur deux sites de ponte français. 
AGS : Acides Gras Saturés, AGI : Acides Gras Insaturés, AGMI : Acides Gras Mono-Insaturés, AGPI : Acides 
Gras Poly-Insaturés, n-3 : Omega 3, n=6 : Omega 6, n-9 : Omega 9, EPA : Acide EicosaPentaenoique 
(C20 :5n-3), DHA : Acide DocosaHexaenoique (C22 :6n-3), AA : Acide Arachidonique (C20 :4n-6). 
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Les manteaux des pré-recrues 

La composition des manteaux des pré-recrues récoltées à TB en 2010 et en 2011 a montré que ces 

derniers étaient moins riches en AGI que ceux des sites français, à l’exception des pré-recrues du 

site de BS récoltées en 2010 (Tableau 28). Concernant les deux sites français (AC et BS), la teneur 

en AGI, des manteaux des pré-recrues d’AC, était plus élevée que dans ceux des pré-recrues de BS 

en 2010, mais moins élevée que dans ceux des pré-recrues de BS en 2011. Ces variations, entre les 

trois sites, sont retrouvées dans les composants (i.e. AA, EPA, DHA, n-3, n-6). L’étude des ratios de 

ces composants indique des signatures stables dans le temps pour chacun des sites. Les ratios n-

3/n-6 et EPA/DHA sont les plus élevés au niveau des manteaux des pré-recrues de BS, suivis de 

ceux de TB, puis ceux de AC (excepté pour EPA/DHA – TB en 2011), alors que les ratios AA/EPA et 

AA/DHA ont un profil inverse (i.e. AC>TB>BS) (Tableau 28). La signature de ces ratios dans le 

manteau des pré-recrues pourra servir à discriminer les individus des trois sites. 

Proies récoltées dans les sites français 

Les espèces Carcinus et Crangons du site BS sont plus riches en AGI qu’au site AC. A l’inverse, les 

Palaemons sont plus riches en AGI au site AC qu’au site BS (Tableau 29). L’étude des ratios montre 

une meilleure discrimination des deux sites. En effet, les ratios n-3/n-6 et EPA/DHA sont 

supérieurs, chez les proies provenant du site BS, comparé à ceux d’AC. Et inversement, les ratios 

AA/EPA et AA/DHA sont supérieurs, chez les proies du site d’AC, comparé à ceux de BS (Tableau 

29). Ceci est en accord avec les observations faites sur les manteaux des pré-recrues (Tableau 28). 
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IV. Discussion 

1. Composition des œufs issus des différents sites étudiés et des juvéniles de 

seiche provenant du milieu expérimental  

Le contenu GPL (% poids sec) des œufs (vitellus et embryon) est composé essentiellement de 

protéines (60 à 80% du poids sec), entre 10 et 20% de lipides et moins de 5% de glucides. Les 

seiches ont un métabolisme énergétique basé sur la disponibilité et le catabolisme des protéines 

et des acides aminés (O’Dor et al., 1984 ; Lee, 1994). Une importante quantité de protéines dans 

les œufs est primordiale pour une bonne croissance embryonnaire. Le contenu lipidique des œufs 

est aussi élevé, comparé à celui retrouvé dans le manteau des pré-recrues (< 2% poids sec). Ce 

composant est important au cours de l’embryogenèse puisqu’il représente une part importante de 

la composition du vitellus (Bouchaud et Galois, 1990) et est probablement utilisé en tant que 

composant structurel de l’organogenèse mais pas en tant que source énergétique. Sykes et al. 

(2008) ont montré que le contenu en lipides des œufs du milieu naturel était stable au cours du 

développement embryonnaire, ce qui indiquerait que les fractions protéiques et/ou glucidiques 

assureraient l’énergie nécessaire au développement. L’importance des protéines et des glucides a 

aussi été indiquée par O’Dor et al. (1984) en tant qu’énergie mobilisée pour la croissance.  

Des différences significatives en contenu GPL ont été relevées en 2011 entre les sites étudiés. En 

effet, le contenu protéique des œufs de TB était inférieur à celui des autres sites, et leur contenu 

lipidique étaient plus riches. Il est peu probable, au vu de la méthodologie utilisée, que le faible 

taux protéique soit dû au mélange des différents stades de développement embryonnaire puisque 

des œufs de toutes tailles avaient été sélectionnés, comme pour les autres sites et dans les mêmes 

proportions. Ce faible taux serait lié davantage au site d’origine. Ce faible contenu protéique n’a 

pas affecté le taux d’éclosion des œufs (Chapitre 1-II). En 2011, une forte mortalité a été observée 

chez les juvéniles de TB au cours de leur croissance post-éclosion (Chapitre 1-II). De même, l’étude 

du système immunitaire a montré que les activités lysozymales dans ces œufs étaient 

particulièrement faibles (Chapitre 3-III), engendrant ainsi une plus forte vulnérabilité des juvéniles 

aux maladies et aux infections, et donc de fortes mortalités. Le faible contenu protéique confirme 

l’hypothèse d’un problème au niveau de la qualité de ce lot d’œufs. Toutefois, le problème serait 

plus de nature qualitative que de nature quantitative. Le faible contenu en protéines n’a pas 

empêché le bon déroulement de la croissance embryonnaire, étant donné le taux d’éclosion élevé 

(93%). La quantité et la qualité du vitellus sont d’une importance primordiale pour le succès du 
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développement embryonnaire mais aussi post-embryonnaire (Sykes et al., 2008). La qualité des 

protéines et des acides aminés, composant le vitellus, est importante. En effet, parmi les acides 

aminés, certains sont particulièrement importants et peuvent être limitant comme les lysines, 

leucines et arginines. Ces trois acides aminés représentent à eux seuls la moitié des acides aminés 

essentiels (Villanueva et al., 2004). Quant aux protéines, celles-ci englobent les enzymes, 

essentielles à la digestion du vitellus au cours de l’embryogenèse, telles que les phosphatases 

acides et les cathepsines (Lacoue-Labarthe, 2010b), mais aussi des enzymes immunitaires aidant à 

la protection de l’embryon. La qualité des œufs peut aussi être évaluée par leur composition en 

acides gras (AG) (Almansa et al, 2006). Le contenu lipidique et les composants lipidiques des œufs 

sont transmis par la mère et ces réserves sont issues des lipides stockés et de l’alimentation des 

femelles (Sykes et al., 2008). Mais la composition en AG des œufs et des juvéniles à l’éclosion 

(issus de ces œufs) n’a pas révélé de différences marquées en considérant les différentes années 

étudiées. La qualité concernerait certaines activités enzymatiques (Chapitre 3-III) et ce problème 

pourrait survenir lors du transfert maternel du vitellus dans l’œuf. Théoriquement, les œufs dans 

la nature possèdent tous les nutriments nécessaires pour une bonne croissance et une bonne 

homéostasie des individus en formation jusqu’au début de leur alimentation exogène (Sykes et al., 

2008). Il serait de même pour les enzymes protectrices telles que les phénoloxydases (Lacoue-

Labarthe, 2009a) ou les lysozymes (Chapitre 3-III). Le faible taux d’activité lysozymale et la faible 

quantité de protéines dans les œufs seraient dû à un problème de quantité et de qualité de 

vitellus transféré par la mère. L’alimentation des femelles se reflète dans la composition des œufs 

(Sykes et al., 2008) et donc peut influencer leur qualité aussi. 

L’étude de la composition des acides gras (AG) dans les œufs a montré que les acides gras saturés 

(AGS) étaient essentiellement formés par les C16:0 et les C18:0, les acides gras mono-insaturés 

(AGMI) par les omégas 9 (n-9) et les acides gras poly-insaturés (AGPI) par les acides 

arachidoniques (AA, C20:4n6c), les acides eicosapentaénoiques (EPA, C20:5n3c) et les acides 

docosahexaénoiques (DHA, C22:6n3c) faisant partis des omégas 3 (n-3) et 6 (n-6). Ce profil est en 

accord avec ceux de Sykes et al. (2008) qui trouvent les mêmes répartitions. Parmi tous ces 

composants, les EPA et les DHA représentent une importante part. Parmi les AGPI, les DHA et les 

EPA ont des rôles physiologiques importants (Almansa et al., 2006). Ces n-3 sont cruciaux pour les 

jeunes stades de vie des céphalopodes puisqu’ils rentrent dans la synthèse des membranes et 

stimulent la croissance des jeunes stades (Navarro et Villanueva, 2000 ; Koueta et al., 2002). La 
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distribution des différentes classes d’AG décrite dans les œufs, est retrouvée au niveau des 

juvéniles à l’éclosion ainsi qu’au niveau du manteau des pré-recrues. Ceci indiquerait que la 

proportion de ces différents AG est importante aux différents stades de vie de la seiche. Des 

signatures différentes des AG dans les œufs ont néanmoins été observées entre sites. L’analyse en 

composantes principales a permis une visualisation de ces différences (Figure 60). 

 

Figure 60: Analyse en composantes principales de la composition en acides gras des œufs de seiche Sepia 
officinalis issus de quatre sites de ponte anglo-normands et de trois années d’étude (2009, 2010 et 2011). 
Les sites représentés sont : AC : Agon Coutainville, BS : Baie de Seine, SE : Selsey et TB : Torbay. Les acides 
gras étudiés sont : AA (Acide Arachidonique), EPA (Acide EicosaPentaénoïque), DHA (Acide 
DocosaHexaénoïque), n-3 (Oméga 3), n-6 (Oméga 6), n-9 (Oméga 9) et les ratios AA/EPA et AA/DHA. 

Les signatures des AG des œufs montrent trois groupes dont deux proches, les deux sites français 

(AC et BS) d’un côté et le site de TB de l’autre. La signature de TB est principalement due aux EPA, 

n-3 et ratio n-3/n-6 alors que les sites français ont une signature marquée par les AA, n-3 et ratios 

AA/EPA et AA/DHA. Quant aux œufs de SE, la signature des œufs est différente selon l’année 

étudiée (2010 et 2011). Les œufs de 2010 ont une signature proche de celle des œufs français. Les 

œufs de 2011 ont une signature proche de celle des œufs de TB. Ceci pourrait indiquer un 

changement d’alimentation des femelles de ce site entre les années modifiant alors la signature 

du vitellus de l’œuf (Sykes et al., 2008). Un autre point a été noté au niveau de la composition des 

œufs dans le contenu total en AGS/AGI où les œufs anglais étaient toujours plus riches en AGI et 

particulièrement les AGPI. Ces œufs avaient en parallèle le meilleur taux d’éclosion sur l’ensemble 

des années de suivi (Chapitre 1-II). Plusieurs études ont mis en évidence l’importance des AGPI 

dans la nutrition des céphalopodes et particulièrement durant les jeunes stades de 

SE 2010SE 2011
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développement (Navarro et Villanueva, 2000 ; Koueta et al., 2002 ; Almansa et al., 2006). Le fait 

que les œufs anglais soient plus riches en AGPI pourrait donc être une des raisons de leur meilleur 

taux d’éclosion.  

Les juvéniles à l’éclosion ont des profils protéiques similaires au contenu du vitellus interne 

(Chapitre 2-II). Les contenus en protéines totales (% poids sec) à l’éclosion reflètent donc les 

réserves vitellines internes. Un dosage de protéines totales pourrait ainsi être envisagé pour 

estimer les réserves vitellines remplaçant toutes les étapes histologiques nécessaires à 

l’estimation des contenus. Les réserves de vitellus interne plus importantes pourraient favoriser la 

survie des juvéniles lorsque la disponibilité des aliments est mauvaise dans les premiers jours post-

éclosion (Chapitre 2-II). Ce dosage simple pourrait donc être développé en tant qu’indice pour une 

estimation de la survie des juvéniles. Quant à la composition des juvéniles en AG à l’éclosion, les 

valeurs des différents composants étaient en accord avec celles trouvées par Navarro et 

Villanueva (2000) sur des nouveau-nés de seiche.  

L’élevage des juvéniles des différents sites de ponte dans les mêmes conditions biotiques et 

abiotiques et avec le même aliment a induit la disparition des différences de composition en GPL 

des juvéniles. Les différences observées à l’éclosion étaient essentiellement dues au contenu 

vitellin. Or, ces différences ont disparu entre 7 et 35 jours d’élevage. Les profils généraux des 

protéines et des lipides montrent des contenus stables entre 0 et 35 jours post-éclosion. Ceci 

indiquerait que les juvéniles ne stockent pas ces composants au cours du premier mois de vie. 

Durant cette phase, la croissance est exponentielle et d’importantes modifications physiologiques 

ont lieu, telles que la formation d’organes avec le développement de la glande digestive (Yim et 

Boucaud-Camou, 1980) et les modifications au niveau du système nerveux central (Dickel et al., 

1997 ; Dickel et al., 2002). Quant aux glucides, la légère tendance à l’augmentation observée 

pourrait indiquer un stockage de ce composant.  
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2. Composition du manteau des pré-recrues et des proies récoltées dans 

différents sites de ponte 

L’étude de la composition biochimique du manteau des seiches est d’une grande importance, non 

seulement pour déterminer les processus métaboliques impliqués mais aussi pour fournir des 

données sur la qualité des aliments ingérés (Almansa et al., 2006). Le contenu GPL des manteaux 

des pré-recrues des différents sites n’a pas montré de différences significatives. Le contenu 

protéique était entre 60 et 80% du poids sec, les lipides en moyenne à moins de 2% et les glucides 

à moins d’1%. Le manteau des céphalopodes est principalement composé de protéines (75 à 85% 

du poids sec) alors que les lipides représentent moins de 2% du poids sec (Lee, 1994). Sykes et al. 

(2009) ont travaillé sur la composition du manteau des seiches et trouvent un contenu protéique 

de l’ordre de 80% du poids sec et un contenu lipidique de l’ordre de 0.4 % du poids sec. Nos 

résultats sont du même ordre de grandeur que ceux décrits par Lee (1994) et Sykes et al. (2009). 

La variabilité observée est liée aux valeurs de contenu en eau oscillantes entre 70 et 90% du poids 

frais alors que Sykes et al. (2009) ont trouvé une faible variabilité dans le taux d’humidité des 

manteaux (79.55 ± 0.14 %). Quant au faible taux de glucides, ceci semble normal chez les 

céphalopodes. Les muscles des céphalopodes contiennent une faible concentration en glycogène, 

ce composant n’étant pas un produit de stockage chez ces animaux (Moltschaniwskyj et Jackson, 

2000).  

L’étude de la composition en AG du manteau a révélé des différences intéressantes. En effet, le 

manteau des pré-recrues du site de TB était moins riche en AGI que celui des pré-recrues des sites 

français, avec néanmoins une différence moins marquée avec BS. Le ratio n-3/n-6 et les EPA 

marquent plus le manteau des pré-recrues de BS alors que le contenu en n-9 marque ceux de TB. 

Quant aux pré-recrues du site d’AC, le manteau est plus riche en AA et les ratios AA/DHA et 

AA/EPA (Figure 61-A). La différence la plus marquée est entre AC et les deux autres sites.  

L’étude de la composition des proies, collectées dans les deux sites français, renforce les 

observations faites sur les manteaux des pré-recrues. En effet, la signature des proies est similaire 

à celle trouvée dans les manteaux des seiches (Figure 61-B). 



Etude de la composition des œufs, des juvéniles et des pré-recrues Chapitre 4 

229 
 

 

Figure 61: Analyse en composante principales de la composition en acides gras des manteaux de seiche 
Sepia officinalis (A) et des proies récoltées dans les sites côtiers (B) sur deux ans de suivi (2010 et 2011). 
Les sites représentés sont : AC : Agon Coutainville, BS : Baie de Seine et TB : Torbay. Les acides gras 
étudiés sont : AA (Acide Arachidonique), EPA (Acide EicosaPentaénoïque), DHA (Acide 
DocosaHexaénoïque), n-3 (Oméga 3), n-6 (Oméga 6), n-9 (Oméga 9) et les ratios AA/EPA et AA/DHA. 

 

Les Palaemons, les Carcinus et les Crangons de BS sont plus riches en ratio n-3/n-6 et en EPA que 

ceux d’AC alors que ces derniers sont plus riches en AA, AA/DHA et AA/EPA. La forte signature de 

Carcinus à AC en AA, AA/EPA et AA/DHA, semblable à celle des manteaux de seiches de ce site, 

pourrait indiquer une alimentation des pré-recrues de ce site fortement représentée par ce genre 

de proies. Cette observation est soutenue par le fait que l’étude des contenus stomacaux des pré-



Etude de la composition des œufs, des juvéniles et des pré-recrues Chapitre 4 

230 
 

recrues d’AC (Léonard et al., 2012) a révélé qu’au niveau de ce site, les petites seiches avaient une 

alimentation essentiellement basée sur la consommation des décapodes (84%) alors qu’en BS, 

l’alimentation était plus variée (38% poissons, 31% de décapodes, 8% d’amphipodes etc) (Léonard 

et al., 2012). De plus, l’étude des isotopes stables du carbone et de l’azote réalisée sur le manteau 

des pré-recrues et des proies du milieu, indique la présence des mêmes sources alimentaires dans 

les deux sites français. Les proportions des proies sont différentes avec les pré-recrues d’AC ayant 

une forte représentation de crabes dans leur régime alimentaire (Grangeré, 2012). 

La teneur en acides gras poly-insaturés (AGPI) du manteau des seiches était en moyenne 5 fois 

plus importante que leur teneur en acides gras mono-insaturés (AGMI). En comparaison, les proies 

récoltées avaient un rapport AGMI/AGPI d’1/2. Almansa et al. (2006) avaient déjà observé une 

telle différence de signature entre le manteau des seiches et celle des proies et ces auteurs 

avaient suggéré que ce faible taux indiquerait que les AGMI sont peu stockés dans le manteau de 

S. officinalis. Nos résultats confirment les observations faites par ces auteurs. De plus, un rapport 

1/5 (AGMI/AGPI) était non seulement présent dans le manteau des seiches mais aussi dans les 

œufs et chez les juvéniles post-éclosion. Ces résultats indiquent que les AGMI sont peu stockés 

dans l’ensemble des jeunes stades de vie de la seiche (i.e. développement embryonnaire, juvéniles 

post-éclosions et pré-recrues) et la forte représentation des AGPI montre que ces AG sont 

essentiels aux différents stades de vie de S. officinalis. 

 

V. Conclusion 

L’étude de la qualité des œufs, des juvéniles à l’éclosion, des manteaux des pré-recrues et des 

proies du milieu a permis d’avoir des informations essentielles concernant le contenu protéique et 

le profil des acides gras.  

Le contenu protéique des œufs a montré un faible contenu pour le site de TB en 2011. Les 

juvéniles issus de ces œufs avaient un fort taux de mortalité ainsi qu’une faible activité lysozymale, 

reflétant une qualité inférieure de ce lot. Le profil d’acides gras n’a pas révélé de différences dans 

la qualité des œufs entre les différents groupes d’œufs.  
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Ensuite, le contenu protéique des juvéniles à l’éclosion était quant à lui similaire au contenu en 

vitellus interne des nouveau-nés (Tableau 30). Le profil des protéines, des glucides et des lipides 

était stable au cours des élevages jusqu’à 35 jours post-éclosion. 

Tableau 30: Tableau récapitulatif des réserves vitellines (vitellus interne) et du contenu protéique (% 
poids sec) des juvéniles de seiche Sepia officinalis  à l’éclosion. Les sites étudiés sont : AC : Agon 
Coutainville, BS : Baie de Seine, SE : Selsey et TB : Torbay. 

 

Enfin, l’étude des acides gras a montré des différences, dans leurs composants, entre les sites de 

collecte des œufs et des pré-recrues. Ceci a permis de discriminer les œufs et les pré-recrues en 

fonction de leur origine et de voir que la signature des manteaux des pré-recrues se rapprochait 

de celles des proies du milieu d’origine. Ces résultats sont à confirmer en augmentant le nombre 

d’échantillons. De plus, il serait intéressant de voir comment ces signatures évolueraient après la 

migration des pré-recrues vers le large.  
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

I. Principaux résultats obtenus au cours de ce travail 

La compréhension des fluctuations d’abondance des populations marines implique la recherche 

des mécanismes affectant le renouvellement des classes exploitées par l’entrée dans la pêcherie 

de juvéniles appelés recrues. Le recrutement au sens halieutique désigne à la fois le phénomène 

de l’arrivée des juvéniles dans le stock et l’effectif des recrues (Laurec et Leguen, 1981). Les 

conditions rencontrées par les œufs et les juvéniles affectent le recrutement de la population 

adulte et cette influence pourrait se révéler plusieurs mois après dans une zone complètement 

différente (Pierce et al., 2008). Jusqu’à présent, la variabilité spatio-temporelle des premiers 

stades de vie de la seiche, dits stades « de pré-recrues », a été très peu étudiée. L’objectif de ce 

travail était d’une part, de développer de nouveaux outils biochimiques afin de décrire les 

performances physiologiques des jeunes seiches, et d’autre part d’améliorer la connaissance des 

caractéristiques des pré-recrues dans différents sites de ponte en Manche présentant des 

conditions environnementales contrastées. 

 

Dans ce but, la collecte d’œufs sur les sites de ponte français (Agon-Coutainville AC et Baie de 

Seine BS) et anglais (Torbay TB et Selsey SE) a été réalisée dans un premier temps. Les axes de 

recherche développés au cours de cette thèse ont permis de mettre en évidence l’existence de 

variabilités spatiale et temporelle dans le taux d’éclosion et dans la qualité des œufs. Le taux 

d’éclosion des œufs anglais est supérieur à ceux des sites français et ce taux varie d’une année à 

l’autre au sein d’un même site et entre les sites. Ces taux d’éclosion supérieurs sont liés à deux 

facteurs importants que sont les températures d’incubation plus faibles dans les sites anglais ainsi 

que la composition des œufs anglais, plus riches en acides gras poly-insaturés, comparé aux œufs 

des sites français. Un décalage dans la période des éclosions a été également observé avec des 

éclosions plus tardives pour les sites anglais. Au niveau de la qualité des œufs, des changements 

interannuels ont été relevés. En effet, les œufs du site de TB en 2011 ont montré une qualité 
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inférieure (i.e. faible contenu protéique du vitellus et faible activité des lysozymes) à celle des 

œufs collectés les années précédentes (i.e. 2009 et 2010), augmentant la fragilité de ce lot. 

 

Après la collecte des œufs des différents sites, des suivis de croissance expérimentaux sur 35 jours 

post-éclosion ont été réalisés dans un deuxième temps afin d’étudier les caractéristiques des 

juvéniles (Figure 62). Trois périodes ont été distinguées :  

1- A l’éclosion (0 DAH),  

2- La première semaine de croissance (0-7 DAH),  

3- La croissance entre 7 et 35 jours (7-35 DAH).  

Les caractéristiques des nouveau-nés à l’éclosion (0 DAH) et au cours de la première semaine (0-7 

DAH) sont sous l’influence directe des conditions d’incubation des œufs dans le milieu naturel. La 

dernière période (7-35 DAH) reflète l’influence croissante des conditions expérimentales.  

A l’éclosion (0 DAH), les nouveau-nés de BS sont toujours plus gros que ceux d’AC (suivis sur 4 

ans). Les seiches de SE disposent d’une plus grande quantité de vitellus interne et de contenu 

protéique (% poids sec), suivies des seiches d’AC puis de celles de TB et de BS. Le développement 

de la glande digestive est inversement corrélé au contenu vitellin (suivi sur 2 ans) (Figure 62). De 

plus, la signature en acides gras des juvéniles est similaire à celle observée dans les œufs. Les 

juvéniles des sites anglais ont une signature plus riche en acides gras insaturés, comparé à celle 

des juvéniles des sites français. Ces constatations montrent la présence d’une stabilité spatio-

temporelle concernant plusieurs caractéristiques des juvéniles à l’éclosion. Les réserves vitellines 

des seiches de SE indiquent que ces juvéniles ont de meilleures chances de survie dans le milieu 

naturel en cas de faible disponibilité des sources alimentaires.  

Les poids des juvéniles observés entre chaque site sont différents d’une année à l’autre. Par 

rapport à la distribution des poids des juvéniles des sites français, celle des poids des juvéniles des 

sites anglais est intermédiaire en 2009 et 2010 mais supérieure en 2011. Ces évolutions montrent 

l’existence de variabilités interannuelles au sein d’une même zone géographique et entre les 

différentes zones étudiées. 

 



  Conclusion générale et perspectives 

237 
 

 

Figure 62 : Schéma récapitulatif des principaux résultats obtenus sur les variations spatiales et 
temporelles des caractéristiques des juvéniles de seiche Sepia officinalis en Manche. Les sites étudiés 
sont : AC : Agon Coutainville (FR), BS : Baie de Seine (FR), SE : Selsey (UK) et TB : Torbay (UK). 
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Au cours de la première semaine de développement post-embryonnaire (0-7 DAH), l’influence des 

conditions d’incubation est encore visible (Figure 62). Les activités enzymatiques digestives acides, 

supérieures chez les seiches de SE et d’AC, sont encore sous l’action des réserves vitellines. 

Parallèlement, les ratios des enzymes digestives alcalines/acides sont supérieurs chez les juvéniles 

de BS et TB en relation avec le développement de la glande digestive. L’étude du système 

immunitaire des juvéniles a permis d’observer que la faible qualité des œufs de TB en 2011 se 

traduisait par une faible activité lysozymale chez les nouveau-nés de ce site au cours de leur 

première semaine de vie. Ces faibles activités immunitaires sont associées à une augmentation 

des mortalités chez les seiches (Figure 62). 

Au cours de la croissance des juvéniles (14-35 DAH), les répercussions des conditions 

expérimentales sont plus visibles. Durant cette période, les performances de croissance, de 

digestion et d’immunité (i.e. taux de croissance, taux d’ingestion, taux de conversion des aliments, 

performances digestives et activité immunitaire) ont été similaires pour l’ensemble des individus, 

tous sites confondus. Les conditions biotiques et abiotiques étant les mêmes, les performances 

des juvéniles s’homogénéisent et l’on constate une croissance parallèle. Tous les juvéniles ont 

donc les mêmes capacités et performances de croissance, quand ils sont élevés dans les mêmes 

conditions, quelque soit le site d’origine. Toutefois, les différences spatiales observées durant la 

première semaine (au niveau de la distribution des poids et de l’activité lysozymale) affectent les 

juvéniles jusqu’à 35 jours post-éclosion (i.e. poids à 35 jours et taux de mortalité). La faible qualité 

des œufs de TB de 2011 ainsi que les faibles activités des lysozymes se traduisent par de fortes 

mortalités des juvéniles de ce site jusqu’à la fin de l’élevage. 

 

Enfin, nous avons étudié des pré-recrues récoltées à l’automne dans différents sites de ponte 

avant leur migration vers la Manche Centrale. Les résultats des deux années de collecte indiquent 

que les pré-recrues d’AC ont des poids similaires voire supérieur à ceux des pré-recrues de BS. La 

distribution des poids entre ces deux sites est corrélée à la température de l’eau qui peut 

influencer le taux de croissance des juvéniles. Concernant le site de TB, le poids des pré-recrues 

est constant entre les années pour une même période (date de collecte début décembre pour les 

deux années). L’étude du système immunitaire a permis de mettre en évidence des activités 
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lysozymales supérieures, comparé aux deux autres lots, chez les pré-recrues de BS. Ce constat 

peut s’expliquer par les pressions anthropiques plus marquées dans ce site, notamment à cause 

des bassins versants augmentant les apports de divers polluants en BS. Les pré-recrues de ce site 

peuvent être fragilisées par ces pressions.  

Les différentes études menées ont permis d’améliorer les connaissances sur les performances 

physiologiques des juvéniles de seiches ainsi que de développer de nouveaux outils avec une 

possibilité d’application sur des échantillons du milieu naturel. Nos travaux donnent une 

description détaillée des évolutions enzymatiques digestives au cours du premier mois post-

éclosion chez la seiche et ces dosages sont mis en relation avec les observations histologiques de 

la glande digestive. De même, l’étude du système immunitaire a consisté tout d’abord, en une 

description de la distribution de trois activités immunitaires (i.e. Lysozyme-like, antiprotéase et 

phénoloxydase) dans les organes adultes de S. officinalis ensuite, en une adaptation du dosage de 

l’activité lysozymale aux premiers stades de vie (i.e. œufs et juvéniles). Au niveau des outils, 

l’utilisation des activités enzymatiques sous forme de ratios enzymatiques est plus pertinente. Les 

ratios ALP/ACP (enzymes phosphatasiques) et trypsine/cathepsine (enzymes protéolytiques) ont 

montré une meilleure description de la mise en place de la digestion alcaline avec la maturation 

du système digestif des juvéniles au premier mois post-éclosion. De plus, l’application de ces ratios 

au niveau de la glande digestive des pré-recrues collectées en milieu naturel indique une possible 

application de ces ratios dans la détermination de l’âge des individus (trypsine/cathepsine) et de 

leur origine (ALP/ACP). L’application du dosage de l’activité des lysozymes sur les organes du 

système circulatoire des pré-recrues apporte des indications sur des potentielles perturbations 

dans le milieu naturel. Les dosages des acides gras sur les œufs, les juvéniles à l’éclosion et sur les 

manteaux des pré-recrues du milieu naturel sont très prometteurs afin de discriminer les 

échantillons selon leur site d’origine. La signature des acides gras est affectée par la signature des 

proies du milieu, même sur une petite échelle spatiale, comme nous avons pu le montrer sur les 

proies des deux sites français. 
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II. Intégration des résultats dans le projet CRESH 

Le projet CRESH avait plusieurs objectifs parmi lesquels l’amélioration de la connaissance des 

habitats favorables à la reproduction, l’étude de l’impact des facteurs environnementaux locaux 

sur la croissance et la survie des premiers stades ainsi que l’estimation de la contribution des 

différentes aires de ponte sur le recrutement global de la seiche en Manche. 

L’observation des supports naturels utilisés pour la ponte sur trois sites anglais (TB, SE et Poole) et 

deux sites français (AC et BS) a permis de révéler une plus grande diversité des supports sur les 

côtes françaises (Bloor et al., 2012a). Nos résultats ont montré également plusieurs différences 

marquées entre les deux côtes (e.g. taux d’éclosion, période des éclosions, profil en acides gras 

des œufs). Par ailleurs, la densité des œufs sur ces supports est variable en fonction des zones 

étudiées et des années (Bloor et al., 2012a). Ces résultats montrent la nécessité de combiner 

l’estimation de densité des œufs dans un site donné avec celle du pourcentage d’éclosion puisque 

ces deux approches représentent le potentiel de contribution du site à un moment donné. Bloor et 

al. (2012b) ont utilisé le modèle MaxEnt pour prédire la distribution des grappes d’œufs en 

utilisant différentes variables (e.g. profondeur, distance à la côte, chlorophylle a, salinité de 

surface). Les variables de profondeur et de distance à la côte sont parmi les facteurs les plus 

déterminants de la distribution spatiale des œufs. Ainsi, une large portion des zones côtières 

françaises et anglaises est prédite comme adéquate pour les pontes. La proportion de ces sites est 

plus grande dans la zone Est de la Manche, comparé à la zone Ouest. De plus, plusieurs zones, 

françaises et anglaises, de la zone Ouest sont prédites comme non adéquates. La zone Est Manche 

prédite par le modèle englobe le site anglais de SE et le site français de BS. Ces deux sites ont le 

plus fort (i.e. SE) et le plus faible (i.e. BS) taux d’éclosion. De plus, les juvéniles à l’éclosion du site 

de SE disposent d’une plus grande réserve de vitellus interne, ce qui pourrait indiquer de 

meilleures chances de survie. Ces constatations montrent que le site de SE (et cette portion de la 

côte anglaise) serait important dans la contribution au stock de seiche en Manche et ainsi ferait 

parti des sites clés pour le renouvellement du stock. Concernant le site de BS, ayant le plus faible 

taux d’éclosion, des variations interannuelles de ce taux ont été observées. Les années favorables 

peuvent donc donner à ce site une part de contribution importante au stock. Grangeré (2012) et 

Gras et al. (2012) ont utilisé respectivement les isotopes stables et les éléments traces combinés à 

la forme des statolithes pour estimer la contribution des sites de TB, AC et BS au stock de seiches 

en Manche Centrale. Ces auteurs rencontrent une importante contribution des sites de TB et d’AC 
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et une faible contribution du site de BS au stock et ce, sur deux ans de suivi des seiches en Manche 

Centrale. Ces résultats sont en accord avec les faibles taux d’éclosion relevés en BS indiquant une 

faible contribution de ce site.  

L’utilisation des isotopes stables a permis de discriminer les seiches issues de BS de celles de TB et 

d’AC (Grangeré, 2012). Mais l’utilisation de la signature en isotopes stables des tissus mous n’a pas 

permis de discriminer le lot de TB de celui d’AC. Les éléments traces combinés à la forme des 

statolithes permettent une meilleure discrimination de l’origine (Gras et al., 2012). La combinaison 

de ces différentes méthodes a permis d’améliorer les estimations de contribution des différents 

sites. Gras et al. (2012) montrent que le site de TB est le premier contributeur sur les trois sites 

étudiés. Dans nos résultats, la signature des acides gras ainsi que le ratio ALP/ACP indiquent des 

signatures liées à des sites d’origine. Ces trois études, utilisant des approches différentes, vont 

dans le même sens. Il serait intéressant de pouvoir confirmer ces tendances en testant les 

différentes méthodes (isotopes stables, éléments traces, acides gras et le ratio ALP/ACP) sur 

plusieurs années. 

Morritt et Shaw (2012) ont travaillé sur les analyses de différenciations génétiques au sein des 

différentes sous-populations pondeuses côtières de la seiche en Manche. Ces auteurs ont étudié la 

variabilité génétique sur des œufs et des juvéniles à l’éclosion des différents sites ainsi que sur des 

prélèvements de manteaux d’adultes dans ces sites. Après analyse de l’ensemble des échantillons, 

ces auteurs concluent qu’il n’y a qu’une seule population génétique de seiches en Manche. Nous 

avons montré que les différents lots de seiches élevées dans les mêmes conditions biotiques et 

abiotiques ont les mêmes performances de croissance. Nos résultats sont en accord puisqu’en 

l’absence de différences génétiques, il n’y a pas de variabilité du taux de croissance des juvéniles 

issus des différents sites. Les seules variables observées dans les caractéristiques sont au niveau 

des œufs, des juvéniles à l’éclosion et des pré-recrues du milieu naturel qui ont tous subi 

l’influence des facteurs environnementaux locaux. 

Nos travaux complètent les différentes études effectuées dans le cadre du projet CRESH et 

permettent de proposer de nouveaux outils à combiner avec ceux des autres tâches. Les résultats 

de ce projet forment un ensemble d’une grande cohérence permettant d’apporter une 

connaissance plus pointue des sites de ponte et du rôle que ces derniers peuvent jouer sur le stock 

de seiche en Manche. 
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III. Perspectives 

L’ensemble de ces travaux débouchent sur de nombreuses perspectives de recherche.  

Au niveau des œufs 

- Les taux d’éclosion enregistrés sur plusieurs années de suivi ont montré des taux 

supérieurs dans les sites anglais sur des prélèvements qui ont toujours eu lieu au mois de 

juillet. Il est nécessaire d’effectuer des suivis sur plusieurs mois (e.g. de mai à septembre) 

de ces taux pour voir si les éclosions optimales ne sont pas différées d’un site à l’autre ou 

entre les côtes françaises et anglaises. Pour les œufs anglais, les années de suivi ont mis en 

évidence un décalage dans le début des éclosions, ce qui implique un décalage de la 

période suivie pour ces sites (e.g. de juillet à septembre). 

 

- Etudier les taux d’éclosion dans différentes zones d’un même site et au cours de la même 

année peut fournir une information locale sur la variabilité des taux d’éclosion dans un site 

donné. Ceci peut être appliqué dans une même zone (e.g. zone subtidale) ou sous forme 

de transecte entre zone intertidale et zone subtidale (e.g. dans le site d’AC).  

 

- Il est important également de continuer les travaux d’estimation de la densité des œufs, 

combinée au taux d’éclosion. Ces études, appliquées au site d’AC, dans lequel on trouve 

des œufs en zone intertidale et subtidale, permettraient d’évaluer la contribution de 

chaque zone. 

Au niveau des suivis expérimentaux 

- Les juvéniles de SE ont une plus grande réserve vitelline, ce qui peut indiquer de meilleures 

chances de survie. Pour confirmer cette hypothèse, il faut effectuer une expérience 

comparative du taux de survie des juvéniles issus des différents sites mis à jeûn dès leur 

éclosion. Parallèlement, des prélèvements de ces juvéniles sont effectués au fur et à 

mesure afin d’étudier l’évolution de leur contenu protéique (% poids sec) ainsi que 

l’évolution de leurs performances digestives et immunitaires.  

- L’étude des contenus stomacaux des pré-recrues d’AC et de BS a révélé un régime 

alimentaire qui différait dans les proportions des proies ingérées entre les deux sites (i.e. 
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les pré-recrues de BS ont une alimentation plus variée, comparée à celles d’AC qui ont une 

alimentation formée à 80% de décapodes et essentiellement de crabes). Pour mettre en 

évidence l’impact de ces proportions sur le taux de croissance, il faut envisager un 

dispositif expérimental où les juvéniles des deux sites sont mis dans les mêmes conditions 

abiotiques avec un régime alimentaire plus diversifié pour BS [e.g. 50% de poissons et 50% 

de décapodes (25% de crabes et 25% de crevettes)] et moins diversifié pour AC [e.g. 25 % 

poissons et 75% de décapodes (50 % de crabes et 25% de crevettes)]. 

 

-  Nous avons relevé une possible corrélation entre le ratio trypsine/cathepsine et l’âge des 

individus. Pour confirmer cette hypothèse, il est nécessaire de faire un suivi expérimental 

de la croissance des juvéniles, de l’éclosion jusqu’à plusieurs mois d’âge (e.g. 4 ou 6 mois). 

Parallèlement, des échantillonnages sont faits tous les 15 jours pour doser les activités 

enzymatiques digestives. L’évolution du ratio trypsine/cathepsine sera corrélée ensuite 

avec l’âge précis des animaux.  

 

- Pour vérifier l’évolution de la signature en acides gras (dans le manteau des seiches) et du 

ratio ALP/ACP (dans la glande digestive), un élevage de juvéniles doit être réalisé avec une 

source alimentaire différente en fonction de l’âge.  

Au niveau des analyses biochimiques 

- L’étude menée sur la distribution des activités enzymatiques immunitaires dans les 

organes adultes de seiches a montré que les activités lysozymales et prophénoloxydases 

peuvent être adaptées pour des dosages effectués sur des juvéniles entiers. L’activité des 

lysozymes s’est avérée être un bon bio-indicateur de l’immunité chez les jeunes seiches et 

son profil a montré une grande importance de cette activité au premier jour d’éclosion. Il 

serait donc intéressant d’étudier le profil de la prophénoloxydase et de sa forme activée, la 

phénoloxydase au cours du premier mois post-éclosion chez les juvéniles de seiche. 

 

- L’activité des lysozymes est importante dans les œufs et souvent supérieure à l’activité 

trouvée chez les juvéniles à l’éclosion. Il serait utile d’étudier l’évolution de cette activité 

au cours du développement embryonnaire, de la ponte jusqu’à l’éclosion.  
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Au niveau des pré-recrues 

- Il est primordial de pouvoir effectuer un échantillonnage plus intensif des différents  sites. 

Ces prélèvements devraient être fait sur plusieurs mois, de la fin de l’été (août – 

septembre) jusqu’à la fin de l’automne (novembre – décembre) pour calculer des taux de 

croissance sur ces périodes là. Ce travail devrait être fait sur plusieurs années pour décrire 

la variabilité interannuelle du taux de croissance. 

Au niveau de la contribution des sites de ponte 

- Des prélèvements de la glande digestive et du manteau des pré-recrues doivent être 

réalisés pour confirmer la signature du ratio ALP/ACP (sur la glande digestive) et la 

signature des acides gras (sur le manteau) en relation avec le site d’origine. Ces résultats 

doivent être corrélés aux analyses des isotopes stables et des éléments traces. 

 

- Nous avons souligné, au cours des travaux de cette thèse, l’importance potentielle que 

peut représenter le site de SE avec un fort taux d’éclosion des œufs et un contenu vitellin 

riche des juvéniles à l’éclosion. Mais les juvéniles de ce site n’ont pas été pris en compte 

dans les comparaisons entre pré-recrues. Il est donc crucial de pouvoir prélever des pré-

recrues de ce site et élargir les zones de prélèvement en Manche Centrale pour avoir une 

meilleure estimation de la contribution des différents sites côtiers en intégrant la zone du 

site de SE.  
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