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INTRODUCTION

L'élevage au Laboratoire des larves de Pélécypodes ou chonchyo-
logie expérimentale est la voie de recherche sur les mollusques qui a connu
la progression la plus spectaculaire au cours de ces vingt derniéres années.
Les écoles anglo-saxones du Laboratoire de CONWAY en Angleterre et de MILFORD
aux Etats-Unis ont obtenu des résultats reproductibles qui permettent d'éle-
ver des espéces d'intérét commercial. L'échelle expérimentale a été dépassée
pour atteindre un niveau industriel de production dans des "hatcheries" ou
gécloseries de naissain.

L'essentiel des travaux a consisté a déterminer les paramétres
optima conditionnant la réussite des élevages d'Ostréidés et de Vénéridés.

En France, il a fallu attepdre la création du Centre National
d'Exploitation des Océans (C.N.E.X.0.) pour que 1'aquaculture des organismes
marins soit abordée a partir de 1970 au Centre Océanologique de Bretagne et
au Laboratoire de Zoologie de 1'Université de BREST.

C'est dans le cadre de contrats établis avec le C.N.E.X.0
(72/250. 73/850) sur la biologie des Moilusques lamellibranches que nous
avons élevé des larves de Pélécypodes au Laboratoire Maritime de LUC-sur-
MER dans le but d'eétudier la possibilité de les nourrir @ 1'aide d'aliments
artificiels.

I1 nous a fallu choisir une espéce qui permette d expérimenter
presque toute 1'année, nous avons retenu Mytilus galloprovineialis.



Son élevage a partir de la fécondation artificielle nous a
permis d'@largir le cadre du travail tracé initialement en abordant des
aspects peu connus de son anatomie, de sa biologie et de son comportement

alimentaire nécessaires a une meilieure compréhension des phénoménes 118&s
a la nutrition larvaire.

- Dans une premiére partie, nous étudierons le développement
larvaire en définissant les séquences (stades) et les modalités (biométrie,
vitesse) de la croissance chez Mytilus gallcprovincialis et chez Mytilus

edulis.-

- Dans la deuxiéme partie nous avons entrepris 1'étude de
1'anatomie et de 1a physiologie des organes impiiqués dans la prise de
nourriture et la digestion des aliments.

- La troisiéme partie est consacrée @ la description et d la
discussion des expériences d'alimentation controlées effectuées a 1'aide
d'algues de culture et d'aliments artificiels.




CHAPITRE I

TECHNIQUES D'ELEVAGE DES LARVES - MATERIEL ET METHODES

A. INTRODUCTION.

Les techniques d'élevage que nous avons employées ont été
mises au point aux U.S.A. par LOOSANOFF et DAVIS (1963) ; LUCAS (1970),
les a réutilisées et a confirmé leur valeur.

Les gamétes des pélécypodes murs sont recueillis aprés un choc
thermique qui provoque leur émission. Les ovules sont fécondés par quel-
ques gouttes de suspension de spermatozoides. Aprés quelques heures d'incu-
bation et de développement embryonnaire, les larves sont placées dans des
conditions d'élevage strictes et contrdlées.

Aprés une phase nageuse de quelques semaines, les larves subis-
sent une "métamorphose" et se fixent sur un substrat. On Tes désigne alors

sous le nom de naissain.

B. EAU DE MER.

1, Prélegvement.

L'eau de mer est prélevée au large du Laboratoire de LUC-sur-MER
par une pompe en acier inoxydable et stockée dans un réservoir. Elle est

distribuée sous pression & chague pailiasse par une canalisation en chlorure
de polyvinile.




2. Filtration-

L eau de mer est d abord débarrassée des grosses impureté@s sur
deux filtres a sable et Taine de verre. Une stérilisation est ensuite effec-
tuée par passage dans un manchon & ultra-violets (Technique de LOOSANOFF,
1963) (P1.15 , fig. C)s ou par filtration forcée & 1'air comprimé sur une
membrane Sartorius de 10 B puis de O’Z,F de porosité (P1.15,fig. D), qui

retient les germes.

3. Caractéristiques physicc-chimiques.

Les travaux de LOOSANOFF et DAVIS (1963), de CALABRESE et BRENKO
(1969), de BAYNE (1965), de BRENKO (1972) sur les larves de moules ont montré
le réle de 1'influence de 1a température et de la salinité sur le développe-
ment embryonnaire et la croissance.

BAYNE chez Mytilus edulis, BRENKO chez Mytilus edulis et Mytzlus
galloprovineialzs ont étudié ces actions. Leurs résultats montrent que les
optima de croissance se situent comme suit :

T°C $7/cc
Mytilue edulis 15 & 20°C 20 3 30/ ..
Mytiius galloprevinetalis 153 20°C 30 & 35% ¢

A LUC-sur-MER, 1a salinité de 1'eau de mer pompée varie entre
30 et 34°/.., sa température entre 8 C et 18°C

La température d élevage est maintenue a 20°C+1 et le milieu
est saturé en oxygéne dissous.

Des mesures réguliéres n'ont pas révélé de variations du pH de
1'eau des élevages.

La Tumiére est celle de a salle d @levage exposée au nord.



C. LES GENITEURS

1. Chowx de L'espece.

Notre choix a porté sur | élevage des larves de Mytilidés :
essentiellement Mytilus galloprovincialis et Mytilus edulis.

En effet, ces espéces sont capables de fournir dans 1a nature
des géniteurs presque toute 1 année. Généraiement, les espéces de pélécy-
podes disponibles en grandes quantités ont une période de ponte, peu éta-
1ée dans 1'année, printaniére ou estivale suivie quelquefois d'une période
automnale de faible intensité. Notre Laboratoire ne disposant pas de sys-
témes de chauffage ou de réfrigération nécessaires au conditionnement des
géniteurs hors saison de maturation sexuelle (LOOSANOFF et DAVIS, 1963;
BAYNE, 1965), 11 &tait donc indispensable pour pouvoir travailler toute
1'année de nous adresser a des espéces a cycle sexuel trés étalé.

Les mytilidés ont une maturité sexueille hivernale et printa-
niére. Ils peuvent avoir deux ou trois émissions de gamétes en Normandie
pour Mytilus edulis (LUBET et LE GALL, 1967 ; LE GALL, 1969), en février,
mars-avril, mai-juin. En Méditerranée {TOULON), ou en Atlantique (VIGO)
les émissions ont lieu depuis Te mois de septembre 3 celui de juillet de
1'année suivante pour Myvilus galloprovinetalis (LUBET et BOURCART, 1967)
(LUBET, 1970).

2. Réeolte. Transpart. Acclimarion.

Les géniteurs sont prélevés en divers points des cotes, BAIE
de SEINE, VIGO, TOULON (voir stations P1. 1, fig. A) Ils sont trans-
portés & sec dans une enceinte réfrigérée 3@ 4°C afin de ne pas provoquer
1'émission des produits génitaux en cours de transport. Dés leur arrivée
les géniteurs sont placés dans de |'eau de mer courante & Ta température
de Ta station de LUC. I1 y resteront plusieurs jours afin de retrouver un
état physiologique satisfaisant




3. Induction de La ponte.

Les géniteurs sont soigneusement débarrassés par grattage de
1‘épifaune et de ! épifiore fixées sur leur coquilie. Ils sont lavés pendant
cing minutes dans une eau de mer contenant de ° hypochlorite de sodium & 3
parties pour million, afin de tuer les germes. Iis sont ensuite rincés a

1'eau douce et 3 | eau de mer fiitrée.

Les géniteurs sont placés individueliement dans des cristalli-
soirs d'eau de mer filtrée de 250 m1 Ces cristallisoirs sont chauffés a
1'avance dans un bain -marie réglé de fagon & ce que 1 'eau soit & 28°C.

Le choc thermique induit généralement | émission des gamétes
En cas d échec, la ponte peut étre obtenue par stimulation du muscle adduc-
teur postérieur.

4. Fécondartiin

Les ovocytes de couleur jaune ou orangée sont émis sous forme
de cordons et tombent au fond du récipient. Ils sont recueillis & la
pipette, iavés et décantés pour etre séparés des fécés et pseudoféces
riches en bactéries et ci11és. Les ovocytes d'une femellie sont fécondés
dans un récipient d eau de mer stérile d 1 I1tre par 1 ml de suspension
de spermatozoides d un male, afin d éviter une poiyspermie

Les premiédres manifestations morphologiques de 1'embryogénése
commencent 80 mn aprés la fécondation. 24 @ 48 H aprés, les larves obtenues
nagent et sont pourvues d'une coquiile. Elles sont filtrées sur tamis métal-
liques a@ matlies de 40 Iz rincées, comptées et réparties dans les volumes
d élevage.

D, ELEVAGE DES LARVES.

[\

1, Denstté de pipularich.

LOOSANOFF et DAVIS (1963) ont mis en évidence 1 influence néfaste
pour la survie des larves d une trop grande concentration larvaire. La surpo-
pulation infiue sur le taux de croissance et favorise 1 apparition de mala-



dies entrainant de fortes mortalités

Dans nos élevages, nous avons toujours travaillé a la densité
maximum de 10.000 ‘arves par litre dans les 1wmites des précisions de notre
méthode de comptage et aprés avoir homogénéisé le milieu avec une palette
perforee.

2. Qualités chumiques 2! bacréric.ogiques du miitew d'élevage.

Ces probiémes ont fait | objet de trés nombreux travaux. Cer-
taines eaux semblent, pour des raisons inconnues plus favorables que d'au-
tres pour 1 élevage des invertébrés marins et pour ia culture du phytoplanc-
ton (WILSON et ARMSTRONG, 1958). Certaines sont rendues toxigues par la
présence d jons métalliques dissouts pouvant etre apportés par le systéme
de pompage de | eau de mer ou par les canalisations.

La qualité bactériologique de |'eau de mer est donc particulié-
rement importante. De nombreux travaux (DAVIS, 1950 ; WALNE, 1956 ; 1958 ;
GUILLARD, 1959 ; LOOSANOFF et DAVIS, 1963 ; TUBIASH, CHANLEY et LEIFSON,
1965 ; LUCAS et PRIEUR, 1974 ; PRIEUR, 1974) montrent que certaines sou-
ches de bactéries sont pathogénes pour les Tarves et entrainent des ma-
ladies qui détruisent les élevages en 24 H

L'emploi d antibiotiques permet dans une certaine mesure, de
stabiliser les populations bactériennes

Aprés avoir essayé divers antibiotiques (Auréomycine, Specil-
Tine G) a diverses doses, et aprés avoir connu de nombreux &checs, nous
avons a la suite des travaux de LE PENNEC et PRIEUR (1973, 1974) ajoute
8 mg de chloramphénico! par Iitre dans nos éievages. Cet antibiotique
nous a permis de iimiter .es développements bactériens dans la majorité
de nos élevages. Malgré ces précautions, certains élevages ont connu des
pollutions bactériennes intenses, particuiiérement ceux Ou nous avens
introduit des aliments artificiels qui apportaient et favorisaijent le
développement de germes.
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L eau de mer de: €levages est chargée au maximum tous les deux
jours. Chaque fois ites larves sont recuet ' :1es su- tamis métatiiques. Ces
changements d eau permettent de |:miter es développements de bactéries,
de ciliés et d & iminer .es tox'nes dues aux 3activités métabeliques des
larves. Le tamis et 'e récipient d & evage sont Eboui! antés entre chaque
manipuiation pour é&viter la contam'nation par 'es germes bactériens

E. CULTURE L'ALGUES.

Les modalités de la autrition chez les iarves de pélécypodes
seront discutées aux chapitres Il et 1V, Signaions, dés maintenant, qu'elle
se fait tradit:onneilement 38 | aide de phytopiancton vivant cultivé selon
une methodoiogie précise.

Celle que nous avons employée a té mise au point par WALNE
(1966), utilisée a BREST par LUCAS et son équipe, et au Centre Océanolo-
gique de Bretagne par FLASSCH (19/4) Nous | avons adaptée aux ressources
propres du Laboratoire de LUC-sur-MER

Merdrier er Looa

La salie de culture d algues (Pt 15,f1g. A,, ect une piéce
recevant uniquement un éciairage artificiel produit par 20 tubes "lumiére
du jour Grolux” de 40 watts fournissant 1000 & 1500 tux. Une horloge
électrique régie ia duree d €clairement pendant 16 H sur 24 H. Une phase
d obscurité est nécessaire pour permettre un repos physiologique indispen-
sable & la photosynthése La c/imat'sation au loca! est automatisée par
un double systéme : un chauffage &lectrique branché sur un thermorégu ateur
et une unité de réfrigératroun & ventiiation La température est ainsi main-
tenue & 19 C+1. L& plupart des aigues présentent en effet un développement
optimal entre 18 et 23 C {UKELESS, 1961).

Les ailgues sont cuitivées dans des ba'lons en pyrex de 10
litres, sur des milreux @ base d eau de mer enrichie en seis minédraux.
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Les cultures sont aérées et brassées par un bullage d'air com-
primé filtré sur coton stérile. Cette aération empéche la sédimentation
par phototactisme sur les parois et favorise la pénétration uniforme de la
Tumiére pour toutes les cellules algales.

Bien que WALNE (1966) préconise un enrichissement de 1'air en
002, nous n'avons pas utilisé ce procédé bénéfique pour la photosynthése.
I1 est difficile a régler et peut entrainer des modifications néfastes de
1'équilibre des bicarbonates.

Z. Milieux de culture.

Aprés des essais avec plusieurs milieux, nous avons retenu
“1'Erd-Schreiber" modifié par COSSON (1) et le milieu de "Conway"
(WALNE, 1966) .

Les milieux de culture sont préparés en ajoutant & de 1 eau
de mer filtrée sur membrane de porosité 0,2 y, une quantité adéquate de
solution mére conservée a 4°C. I1s sont stérilisés a 1'autoclave pendant
une heure a 120°C. Malgré ces précautions nos cultures d'algues ne peu-
vent étre axéniques. Les souches ne le sont pas et les tuyauteries sont
rapidement contaminées au cours des opérations de prélévements et de
remplissage malgré une stérilisation @ la lampe a alcool.

- S S SR M S S S T A T e e e e S e -

(1). Nous remercions Monsieur COSSON (Laboratoire d Algologie - Université
de CAEN),pour nous avoir communiqué i1a formule de son milieu de cul-
ture.




MILIEU "ERD-SCHREIBER modifié COSSON" :

Pour un litre :

1 1itre d'eau de mer
10 m1 de solution saline
50 m1 d'extrait de sol
3 ml de PII métal
0,5 g de trisma (pH 8,3) (Merck)
Filtrer
Autoclaver 30 mn & 120°C.

Solution saline :

400 ml d'eau bidistillée
4 g de NO3 Na
0,8 g de P04HNa2

Extrait de sol :

1 kg de terre + 2 litres d'eau de mer
Stériliser 20 mn

Filtrer

Stériliser 10 mn.

Solution PII pour 100 mi

EDTA: ¢ . wmmenmmass s 100 g
FeCT3 ........... lg
H3BO3 ........... 10 g
MnCl, - 49
ZnC12 A S e ¢ 05 9
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MILIEU DE "CONWAY® :

~ FBE (BHAD]. wssionnesanssns nmasmsuvasy 2,6 g
« MAETy (AHZ0) vonrponesvass et siinse | T2 0
Wiy wirqimegnrinbipunigeinyssiigais iy BRE0 N

- Na2 EDTA (TItriplex) svosowsovenscescnars 90,00 g

- NaHzPo4 LEHZ0Y sneswns s ppssvannndiaveopes 50,00 ¢

- NaNo3 .......................... 200,00 g

- Trace solution métaux -....... SRS 2 ml

- Eau bidistillee ..... iarCamrEseenssnawes JUSGU'E 2 Titres

Chauffer pour dissoudre

1 ml est ajouté a chaque litre d eau de mer.

Solutions de traces métalliques :

S TRy wervsinwamnaininiarnanveosasisinine el g
- CoCly (6H20) -evivvvnnnnnnn. Eo - 2,0 g
= (NHy)g Mo 024 (4H20) +uvvevansrasanvas 0,9 g

USO8 BEHREY Lot oy s upambeghes it peapin | TG

- Eau distillée . ...... PR R v ... Jusqu'a 100 ml
(acidifié par HC1 jusqu'@ décoloration).

Vitamines :

=B TE ferrnnsaa e BaweRE s VA RS SRRI ©  .
B L aawmrgn Cord Suameana v s rakuees s vy g S0, 19
-~ Eau distiN 18 s ivvvanas L83 BT AR AT SRR Jusqu'a 200 ml

(1 ml de vitamines/1).
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3. PErovenance et trqitement Ae8 3Suches.

Les souches d algues nous ont été fournies par le Docteur GREEN
(PLYMOUTH), par Monsieur FLASSCH (Centre Océanologique de Bretagne) et par
Madame LEROUX (Université de Bretagne Occidentale).

La croissance des algues présente :

- une phase de latence pendant Taqueile le nombre de cellules ne varie pas ;

- une phase ol le nombre de cellules croit de fagon exponentielle ;

- une phase de muitiplication ralentie ;

- une phase stationnaire (BLOOM) ot le nombre de cellules reste pratiquement
constant ;

- une phase de sénescence. La population disparait progressivement si 1 on
ne repique pas la souche.

La culture des algues implique donc trois séries de manipula-
tions (P1.15,fig. B)
- 1 entretien des souches et ie repiquage en tube a essais sur milieu
liguide ou sur milieu gélosé solide ;

- la production d'inocula de quelques centaines de ml en Erien meyers.

- la production de volumes plus grands, de quelques dizaines de litres
en ce qui nous concerne et jusqu'a plusieurs m3 pour un établissement

industriel

A LUC-sur-MER, 17 nous a fallu deux mois pour atteindre & par-
tir d un inoculum de queiques mi, un volume de 10 1itres utilisabie (en
fin de phase exponentielie) Lorsque le balion de 10 l1tres est au bloom
(phase stationnaire; on préléve 1/4 ou 1/3 du volume quotidiennement
pour le remplacer par le méme volume de milieu frais et stérile. On peut
maintenir ainsi le bloom pendant plusieurs mois. En général, au bout de
quatre mois, 11 faut renouveler la souche car des pollutions bactériennes
intenses provoquent une importante mortaiité algale De telles pollutions
sont facilement décelables a 1'oei1 nu, car elles engendrent une aggiu-
tination des algues mortes sous forme de "grumeaux"
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Les comptages des cellules sont effectués sur hématimétre de
MALASSEZ pour évaluer 1a croissance algale et déterminer les rations
alimentaires. Le pH des cultures est réguliérement controlé En dehors
des problémes technologiques 118s aux cuitures d algues, les poilutions
bactériennes ont été pour nous un énorme obstacle. De plus, une importante
pollution par détergents en mer a entrainé la mort des algues d'avril 3
juin 1974




CHAPITRE II

L*EVOLUTION LARVAIRE DE MYTILUS GALLOPROVINCIALIS ET DE MYTILUS EDULIS

A. DEVELCFFEMENT LARVAIRE
ILETOrLQUE

Les premiers travaux concernant 1 étude du développement lar-
vaire de Myrilue zdulis sont dus & WILSON (1886), BORISJAK (1909),
MATTHEWS (1913,.

FIELD (1922) a décrit le p~emier les divers stades larvaires de
Myttlus eduliz. Ses descriptions de ! embryogenése & partir de fécondation
artificielle des gamétes sont correctes. Par contre, ses schémas de larves
préievées dans 'e piancton sont discutables.

La mise au point des techniques d'élevage artificiel par LOOSA-
NOFF et DAVIS (1963) a permis & ces auteurs d'obtenir les premiers élevages
"ab cvs" de Myziius edulrs. C'est @ BAYNE (1965) que revient le mérite d'avoir
entrepris la premiére étude approfondie du développement larvaire de
Mytilue eaulis. Ce travail fondamental et unique nous servira constamment
de référence. Actuellement les larves de Mytilus edulis sont obtenues en
routine au Laboratoire du Professeur LUCAS @ BREST pour tester 1'action
de souches bactériennes et de polluants.




z. Lbrentiin des gametes Fésornaarion-

Les mouies sont gonochoriques et ovipares. La fécondation

m @
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externe La gonade est 'nciuse dans le manteau et 'a masse viscérale.

™
+
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passe par différents stades durant la péricde de reproduction qui ont
définis par LUBET (1959).

Les moules émettent leurs produits génitaux dans 1 eau de mer
lorsque leur gonade atteint le stade III A2 (LUBET, 1959).

a) Em*ssion des gamétes

HERLIN-HOUTTEVILLE (1974, note ia présence d une assise muscu-
laire doubiant 'a basale des tubu es gonadiques. Ceile-ci joue vraisembla-
blement par ses contractions un ro e dans le transit des gamétes vers le
gonoducte. La progression des produits génitaux est ainsi assurée dans le
goncducte par une importante ciliature. De plus, LUBET (1959) a observe
‘e péristaitisme du processus génitai permettant 1 expulsion des gamétes

En générat, ies males émettent ies premiers leurs gametes;
leur coquilie est faibiement entrebailiée pendant 1 éjacu ation. Le sperme
forme un mince fiiet quy ¢ échappe par 1'ostiole. Les ovocytes sont agglo-
mérés sous forme de boudins de 0,1 & 0,4 mm de long. Les femel'es peuvent
émetire piusieurs mitlions d'ovocytes. La majorité des pontes présente de
200.000 & 1 militon d ovecytes Les contractions du muscle adducteur posté-
rieur qui sont alors observées favorisent peut-etre leur évacuation de la

cavité pal iéale

Les ovocytes pondus sont pius denses que | eau et tombent au
fond du récipient Dans la nature ou en groupe, la ponte des femelles semble
favorisée par un principe d origine discutée et 1ibérée par le spermato-
zoTde (Hormone de GALTSOFF-DIANTLINE)m1s en évidence par LUBET (1959)

L ‘adjonction d une goutte de sperme prelévée sur un male sacrifié, a 1 eau
de chaque géniteur peut étre utilisée pour déclencher 1'émission des ga-
métes.
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b) Structure de | ovocyte a maturité.

Au cours de la phase de préviteliogenése | ovocyte est profon-
dément enracing sur ia basaie de | acinus Au cours de 'a vitellogenése, 17
/a progressivement se pédicui-ser, tout en se couvrant de microvillosités.
Eiles sont d abord dénudées, hérissées de microfiiaments & leur extrémité
(HERLIN, 1975, sous presse; FEiies seront progressivement engluées par une
gangue de muccopolysaccharides pour constitegw @ la fin de la vitellogenése
le chorion de 1 ovocyte (P1.19.%ig. A, p' 19, f1g B; De nombreux auteurs
ont montré que les microvi i iosiiés et |eur gangue constituaient une véri-
table membrane vite'!ne pour | ceuf vierge qui Joue un rcie trés important
au moment de |a fécondat-on Les microvi'iosités engrainent les digitations
acrosomiaies du spermatozoide (PASTEELS. 1964) HERLIN (1975, sous presse)
jeur attribue, en outre, un role cap tal! dans ie pompage des métabolites
nécessaires a ia viteliogeneése. Il est vra‘semblable que ies microvililosités
jouent ce rdle dans les Jeunes stades quand eilies sont dénudées. Elles
assurent la récupérat on des produrts de 'yse des tissus de réserves et
des ovocytes atrésiques Au cours de ia vitellogenése la cellule oeuf accu-
mule un certain nombre de réserves qu? apparaissent sous forme de grains
de vitelius protidique de 0,6 a2 0,8 4 et d inclusions lipidiques. D'autre
part, nous montrercns chapitre Il que iet ovocytes possédent une large
gamme enzymatique.

Nous avons retrouvé cette structure des microvillosités couverte
de microfilaments dans | ovocyte pondu (P1.19, fig A} mais aussi tout au
long de | embryogenése et su- les évithéiiums des trochophores (P1.26, fig.A)

I1 faut remarquer que | induction artificielle de 1a ponte
entrainera vraisemblabliement des ovocytes & des stades différents avec un
capita! en réserve variable et par suite des capacités morphogénétiques di-
verses.

¢, Structure du spermatozoide

Au microsceope électronique, la tete d un spermatozoide apparait
ovaie ou ronde (5 4 x 2,5 w). Ei'e est composée d un acrosome en forme de
corffe, d un noyau.;ompact en tonne et, d'une rosette de 4 3 5 mitochondries.
Acrosome et noyau‘ sont percés d'un long canal qul 11vre passage au fil
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acrosomial (BOURCART, LAVALLARD et LUBET, 1965) A la tete fait suite un Tong
fiageiie et e spermatozoide mesure environ 35 u de ong.

d, Fécondation

La pénétration du spermatozoide déclienche ia fin de 'a mitose
hétérotypique qu1 &ta't bioguée pendant ia viteliogénése en prophase. Les
tétrades deviennent apparentes ce qul a permis a LUBET (1959) de compter le
nombre de chromoscmes et de montrer que Myti.us eduire et Mytilus galio-
provincisoie possédent ia méme garnmiture chromesomique (2 n = 28) La mitose
homéotypique suit mmédiatement. La fin de "a méiose est marquée par 1'appa-
rition du 1° globuie po airve. 80 mn aprés la fécondation, se produit la pre-
miére division cellulaire presque simuitanément avec 1 émission du 2e gilo-
bule pola‘re La segmentat-on est de type spira', chaque phase mitotique
est marquée par un décalage de 45 des biastoméres fils qui se placent entre
les blastoméres parentaux Le premier clivage est inégal (P1. 3, fig. 7).

L 'oeuf émet un lobe poiaire et se d'vice en deux blastoméres 1négaux désignés
par AB et CD selon !z nomenciature de LILLIE (1895). Le lobe po'aire est
situé sous le bastomére CD. Au second clivage, ‘e blastomére AB se divise
en deux ceilules égaies Le tro*ziéme c¢'rvage est spiral, dexiotropique et
égal pour les blastoméres A,B,C ma's inégal pour D (P1.4, fig 11} La suite
des divisions des divers blastoméres est difficile @ suivre car elle est
asynchrone et inégale Les cel ules dérivant de A.B,C sont petites et égales,
ceiles dériyant de D sont 1négaies  Avant !a blastuiation on observe deux
macroméres f1is de D entourés de microméres dérivant de A,B,C par un mouve-

ment épiboiique (Pi.4, fig. 13,

Les ceufs de Myr..we, riches en vitelius donnent une stéroblas-
tule @ blastocoeie trés réduit Le blastopore se ferme sur le face ventrale
de 1'embryon. La gastrulation se manifeste par une invagination stomodéale.
L'embrycn est ci118 et mebile, 11 tourne sus lui-méme tout en se déplacant
(P1.4, fig 16, 1! passe par un stade appelé trochophore bien que 1a larve
soit atypique (P1.4, fig 17, .elle ne poscéde pas de métatrogue comme les
trochophores d anpée!idés.
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a;, Trochcphore

L embryon atte'nt e stade en 24 H. La larve en forme de toupie
est large a ¢a partie entérieure el étroite postérieurement. Elle a un dia-
métre de 70 u, est un formément <1 1ée et e!'e posséde une longue touffe
apicale de ci's au nivesu de .a piaque syncipitaie, (e flagelium

Urie g ande cogGul. = e deveioppe @ partir d un ectoderme

=

dorsal gui s épaissit. (P1 %, fig Ay

En ravson de la croissance rapide dans ta régron située entre .
ie blastopore et "a glande cogu'i wrr ase de symétrie embryonnaire est
altéré Un plan de symétrie bi'atéra' est délimité par un axe antéroposté-
rieyr dans 'e prolongement du f age' ‘um et un axe dorsoventral joignant Ta

glande cogu” - 2 stomodeum

Sur 'a truchophore plus agée, ies ¢'ls du vé&'um commencent a
se déveiopper en couranne auvtour de 1a touffe apicale (prototroque) de
sorte que la larve présente une double ciiiature, celtle de la partie anté-
rievre devenant plus longue et pius épaisse (Pi, %, fig. A La trochophore
posséde un photctrupisme négatit (BAYNE, 1965).

D; VEél gére
Jeune vel:gére (Pi.%» fig. B)

La prototroque augmente de tairile et forme ie velum. La coquilie
larvailre ou prodissocorique commence a etre secrétée sous forme d'une mince
cuticule Tmpaire gul se plie pour former les deux valves. (Pi 2i, fig. Aj.
Ces derniéres <'arcroissent atérodersalement ie long du corps qut devient
comprimé latératement La cogu®''e se charge en caicaire

Ce stade peut durer de 16 8 18 H La ‘arve présente seion BAYNE

(1965) un géotroupisme négatif
larve "DV (P1. &. fFfig.C 3 P1.18, fig. A}

Ce stade est aussy appeig ‘stra gnt-ninge-stage” (stade a char-

niere aro:te par le: auleur: ongiats
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La coquille est bien formée et le velum peut se rétracter entre les deux
valves & Ta moindre perturbation. La touffe de cils ou flagellum semble
jouer le rdle d'un organe tactile, le contact avec un obstacle entraine

la rétraction vélaire. La larve nage en suivant une trajectoire hélicoidale
caractéristique. Elle mesure 90 Hox 70 M Le stade peut durer de 1 a 15
jours selon les conditions d'élevage.

Véligére a Umbo. (P1.6, fig.A  ; pl.7, fig.B).

La larve croit de 90 2 a 230-250 H dans Te sens antéropostérieur.
La coquille s'arrondit au niveau de la charniére du fait de la formation de
1'umbo (charniére courbe). L'umbo permet de distinguer ce stade larvaire du
précédent (charniére droite). Celui-ci peut durer de 20 a 30 jours.

Véligére oeillée. (P1.6, fig.B).

Lorsque la coquille atteint 220 a 250 H de Tong, dans chaque
lobe du manteau, une tache oculaire apparait, au niveau de ce qui sera la
premiére ébauche branchiale (PELSENEER, 1900, RICE, 1908). La coquille est
ovale, 1égérement dissymétrique. Elle est mince, fragile et présenté des
stries de croissance. La charniére s'épaissit. Parfois colorée en brun,
elle devient caractéristique de 1'espéce par la forme du piateau cardinal,
du provinculum et du nombre de crénelures REES, (1950), LE PENNEC, (1970).
A ce stade Te phototropisme est positif et le géotropisme négatif (BAYNE,
1965).

Pédiveligére. (P1. 7, fig. A).

Le pied est mobile et recouvert par un épithélium abondamment
cilié. Lorsque la larve atteint 260 s 11 devient fonctionnel et permet la
reptation. Le vélum atteint sa taille maximum mais reste fonctionnel. C'est
T'ultime stade pellagique larvaire. Le phototropisme devient négatif et Te
géatropisme positif. La larve recherche un support pour se fixer. Des
phases de reptation alternent avec des phases de nage au dessus du substrat.
CARRIKER (1961) a nommé ce stade pédivéligére (Mercenaria mercenartia), 1es
larves deviennent capables de se métamorphoser. BAYNE (1965)) a distingué

trois étapes dans ce stade chez Mytilus edulie : si la pédivéligére vient
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rapidement au contact du substrat, elle se métamorphose et se fixe, sinon
elle est capable de retarder sa métamorphose pendant plus d'un mois et demi.

lre étape : Pédivéligére I ou vraie pédivéligére. La larve pos-
séde un grand velum occupant la moitié antérieure de la cavité palléale et
dans sa moitié distale un grand mied mobile, avec en général, 2 3 3 bour-
geons branchiaux. Le pied ainsi que le velum servent @ Ta Tocomotion.

.....

2e &tape : Pédivéligére II. Le velum commence & se nécroser.la
larve peut rester 5 & 6 semaines & ce stade en cherchant les conditions favo-
rables poursa fixation.

3e étape : Pédivéligére III. Le velum a presque disparu sauf au
niveau des tissus du palpe oral. Le pied est trés actif, la larve se meut

par reptation.

Pendant ce stade la croissance est faible. La larve est capable
de se fixer a n'importe quel moment. Lorsque la fixation est réalisée,
1'animal reprend sa croissance.

c) Post-larve. (P1.7, fig.B ; P1, 18, fig. C).

Le velum a compiétement disparu. Les palpes fabiaux sont formés.
On observe 3 & 4 filaments branchiaux. La larve est fixée par un byssus,
formé de 4 a 5 filaments, mais elle peut se détacher, ramper sur le substrat
puis se refixer. Dans la nature les iarves se fixent préférentieliement sur
des algues filamenteuses (Ceraniwn, Polysiphonia ... (DEBLOOK et GEELEN,19%58 ;
BAYNE, 1965 ; LE GALL, 1969). Au Laboratoire on peut leur fournir un substrat
filamenteux soyeux (BAYNE. 1965). Si les larves ne se fixent pas sur le verre
propre (BAYNE, 1965), nous avons obtenu de bonnes fixations en laissant se
développer sur les parois des récipients un "fouling" de phytoplancton et de
bactéries. Aprés fixation, la croissance reprend. Le bord du manteau secréte
une deuxiéme coquille plus épaisse et dans le prolongement de la prodisso-
conque : la dissoconque. (P1.7, fig.B). La croissance de la coquille est
allométrique (la croissance en longueur est supérieure @ la croissance en
hauteur). Le nombre de filaments branchiaux augmente. Les cils des palpes
labjaux des branchies et du bord du manteau battent synchroniquement.
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d) Jeune moule.

Lorsqu 'elle atteint 1 @ 2 mm, dans 1a nature, la jeune moule se
détache des algues. On la retrouve sur les substrats durs ou en sous couche
au sein des mouliéres. Les moules sont capables de se détacher par rupture
ou abandon du byssus, pour retrouver des conditions favorables de fixation
définitive (LE GALL, 1969). Les dépiacements se font sur des distances assez

=

considérables d@ 1a faveur des courants.

Nous avons observé, en empioyant du graphite colloidal en sus-
pension dans 1'eau de mer, gue les mouies secrétent par les bords du manteau
un double filament de mucus. Ce filament libre dans 1 eau de mer permet a Ia
jeune moule de flotter et de se maintenir sous la surface de 1 eau du bécher.
Plusieurs moules peuvent se trouver groupées autour d'un méme flotteur de
mucus. Le filament muqueux sert aussi @ col er la moule dans une anfractuo-
sité ou contre un substrat a la faveur d un courant provoqué par agitation
de 1'eau. I1 constitue Ta premiére fixation avant 1 émission du byssus. Ce
phénoméne peut expliquer la facilité avec iaquelle de jeunes moules se
fixent dans les canalisations de pompage, en particulier dans les centrales
thermiques.

B. DIAGNOSE ET SEPARATION TAXCNOMIQUE DE MYTILUS EDULIS ET MYTILUS
GALLOPROVINCIALIS, PROBLEME DE L'HYBRIDATION.

1. Statut taxonomique de Mytiius zdulis et de 'lytilus gallopro-

vineralis.
a) Historique.

Le choix que nous avons fait de ¥ytilius galloprovineialis pour
obtenir des larves en abondance, presque toute | année, nous améne a discuter
de 1a séparation spécifique entre Mytilue edulie et Mytilus galloprovineialis.
Ce probléme a donné lieu & de nombreuses recherches et discussions, i1 n'est
pas encore résolu. En effet, le genre Myzilus avait été abusivement diviseé
par‘LAMARCK en 14 espéces. PHILIPPI (1884) souligne la difficulté de distin-

guer ces pseudo-espéces, compte tenu de 1'extraordinaire variabilité des
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individus et remarque que des variétés ex forma ou ex colore n auraient pas

di étre érigées au rang d espéce.

Depuis de nombreux travaux de JEFFREYS (1863), WEINKAUFF (1867),
ISSEL (1882), CARUS (1893), PIERSANTI (1926), BOUXIN (1956), SOOT-RYAN (1955)
se sont efforcés de prouver que la distinction entre Mytilus edulis et Mytilus
galleprovinetalic n'était pas valabie. Ces auteurs faisant de Mytzlue
galloprovineialis une forme particuliére, une race ou méme une SOus espéce
méditerranéenne de Mytzlus cdulic (exempie Mytilus zdu.iz L. variété gallc-
provinetalis LMK JEFFREYS (1863

Toutefois BUCQUOY et ai (1898), LIST (1902), POURCEL (1909),
LAMY (1936), RICCI (1957), LUBET (1959-1973), GENOVESE (1959), GONOIOU (1968),
LE GALL (1969), LEWIS et SEED (1969), SEED (1971, 1972, 1973) considérent
qu'il s'agit de deux espéces distinctes bien que les différences morphoiogi-
ques qui les séparent restent faibles

Nous résumercns ici1 les éiéments essentiels de cette discussion.
bj Répartition géographique

- Le domaine de Myriius edu.is est plus nettement septentrional :
Atlantique Nord (Amérique du Nord (Cotes est), Norvége (Mer Blanche), Baltique
dans les zones les moins saumatres, Mer du Nord, Iies Britanniques, Cotes de
France et d'Espagne). Elle ne semble pas exister au Portugal ni en Méditerranée.

- Le domaine de Mytiius galloprovincialis S étend de la cote ouest
de 1'Irlande (SEED, 1973) et des cotes de ia Manche occidentale (Iles britanni-
ques et France) & la mer noire en passant par les cotes atlantiques de France,
d'Espagne, du Portugal, du Maroc, et les cotes méditerranéennes. Sa !imite N.E
se situe @ CHERBOURG (LE GALL, 1969, bien que 1 on en rencontre accidentelle-
ment dans le port du HAVRE. Sa limite sud se situe en un point & préciser sur
les cdtes du Maroc ol elle est alors sympatrique avec Perna Mytilus perna
LINNE.

En conclusion, Mytilus edulie et galloprovincialis sont sympatri-
ques dans une vaste région de leur aire géographique de répartition (Cotes
atlantiques d'Espagne du Nord, cotes de France, d Iriande, cotes de Ta Manche
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occidentale,du Pays de Galles, de 1a Bretagne. Il faut enfin remarquer que

Mytilue galloprovincialre est toujours peu abondante sur les Cotes méditerra-

néennes d'Afrique du Nord.

c) Caractéres merphologiques permettant d &tabiir une diagnose

(animaux de méme taiiie). (Pi. 2, Fid A, B, C; B, ¥

Mytilus edulis

Crochet terminal peu
aigu et non incurvé.

- Coquille allongée, équivalve,
avec bord dorsal peu sailiant.
(coquille moins haute).

- Section transversale antérieure

de la coquiiie a bord ventral
arrondi .

- Plateau cardinal plus étale,

charniére a 4 denticules

- Périostracum de couleur brun
ou bleu. Partie prismatique
de Ta coquille bleu violacé
avec des bandes rayonnantes vio-
lettes ou noires.

+ Insertions musculaires

- - -

- Insertion du muscle adducteur
antérieur plus étalée, étroite
et linéaire.

+ Manteau

——

- Bord du manteau coloré en jaune
brunatre.

Mytiius galloprovineialis

Crochet iégérement subterminal,
assez aigu et incurvé vers 1'avant
{bord ventral).

Coquille allongée, équivalve avec
un bord dorsal saillant et réqu-
1iérement arrondi.

(coquille plus haute).

Section transversale antérieure de
‘a coquiiie a bord ventral trés

incliné.

Piateau cardinal moins étalé,
charniére en général a 3 denticules.

PZricstracum de couleur violet
pourpre ou noiratre. Partie pris-
matique bleu violacé ou pourpre
cans bandes rayonnantes.

Insertion du muscle adducteur
antérieur moins étalée, plus
large et circulaire.

Bord du manteau violet-noir.
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I} faut signaier que 1'on rencontre toujours (LUBET, 1959), SEED
(1972-1973, des formes intermédiaires entre ces deux types (coloration du bord
du manteau, contours de la coquille, forme de | adducteur antérieur).

dj Bioiogie.
Croissance et biogmétrie.

Mytiius ga.leprovincialie présente une plus grande variabilité que
Mytilus edulzs. LE GALL (1969) a montré que ce phénoméne dépendait essentielle-
ment de ia vitesse de croissance et de la densité de la population. Chez
Mytilus gallcprovinziaiis les formes les plus hautes (Rapport : Hauteur/
longueur) s'‘observent chez les animaux & croissance rapide et dans des popu-
lations de faible densité. Quand les deux espéces coexistent dans une méme
biocoenose 1 'étude de 1a biométrie des individus permet de ies séparer avec
certitude mais ces comparaisons biométriques n'ont de valeur que pour une

station donnée.
Reproductiaon.

L analyse détai|!ée du cycie sexuel de Myt:lws edulre et Mytilus
galloprovineialis coexistant dans une méme biocoenose a conduit LUBET (1959)
puis SEED (1971) a observer que les dates d'émission des produits sexuels
étaient décalées ce qui diminuerait les possibilités d'hybridation les pontes
de Mytilus gallcprovineialis étant en général plus tardives que celles de
Mytilus edulrs.

Biochimie.

SEED (1971) a pu déceler des différences biochimiques entre la
composition des protéines des muscles adducteurs de Mycilus edulis et Mytilus
galloprovincialie.

Hybridation.
LUBET (1959) a pu compter ie nombre de chromosomes qui est le

méme (2n = 28) chez les Mytilus edulis et Myiilus gallecprovineialis et
et réaliser 1°hybridation (Mytilus gallcprovineialze de Méditerranée femelle
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(SETE) X Mycilus zdulis (ARCACHON) qui a été conduite jusqu'au stade de
Ta pédivéligére.

Ces résultats ont été confirmés par SEED (1971) qui a pu obtenir
des véiigéres mais aucun de ces deux auteurs n ont pu conduire les larves
Jusqu'a la métamorphose.

e) Conclusion

L'ensemble de ces travaux semblent jusqu'ici plaider pour une
séparation t2xonoigu antre yoilus edulis et yiilus galloprovineialis.
Mais souvent cnez les P&lécypodes, des différences anatomiques peu visibles
chez 1'adulte sont beaucoup plus nettes chez la larve. RANSON (1960) a pu
ainsi refaire la systématique des huitres grace & 1'étude des prodissocon-
ques larvaires.

Nous nous proposons donc dans ce travail de compar~r 1:5 larves
de Mytilus edulis et Mytilus galloprovineialis (morphologie et croissance).
Par ailleurs, nous avons repris les expériences d hybridation qui seules
pourront apporter des arguments nouveaux sur le statut taxonomique de

Mytilus edulie et Mytilus gallonrovineialis.

. Croissance comparée des larves de Mytilus galloprovineialis,

de Mytilus edulis et de leurs hybrides.
a) Buts de cette étude.

De nombreux travaux ont montré et nous le verrons dans ce travail,
que les larves de pélécypodes et plus particuliérement celles des Mytilidés
présentent une grande variabilité de la taille qui va en s 'accroissant avec
le temps.

IT nous fallait, au cours d une premiére phase étudier la crois-
sance de notre matériel. Nous avons, pour c2l:. couparé la croissance des
larves de Mytilus galloprovincialis qui n'avait jusqu'ici fait 1'objet
d'aucun travail avec celles de Mytilus edulis bien &tudiées par LOOSANOFF
et DAVIS, 1963 ; BAYNE, 1964, 1965, 1970). Par ailleurs, nous avons croisé
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les deux especes pour observer le développement éventuei des hybrides et le
comparer & celul de larves intraspécifiques

Nous avons du définir ure méthode de mesure de la croissance lar-
vaire, compatible avec notre matériei et |es moyens de notre laboratoire.

b) Difficultés et |imites des méthodes de mesures

La croissance des larves de Pélécypodes est en général appréciee
en étudiant ! évoiution de ia moyenne des iongueurs de 30 @ 50 iarves d'un
échantillon en fonct on du temps

La mesure de 1a longueur des tarves (plus grande distance antéro-
postérieure)peut se faire soit @ | 'aide d un micrométre oculaire, soit un
agrandissement d'un ciiché microphotegraphique de | &chantilion

La premiére méthode, assez précise, ne permet pas de traiter de
nombreux échantilion. La deuxiéme méthode permet de traiter un grand échan-
tillonnage et de conserver un document photographique. La mesure de ia lon-
gueur des coquiiles se fait & | aide d une photographie d échelle micromé-
trique. Cependant, ia précision de cette méthode que nous avons utilisée,
n'est que de 10 H

Nous avons observé, en doublant ou triplant, les lots de certains
de nos élevages au cours d une meme expérience, que les résultats ne sont pas
reproductiblies. Les taux de mortaiités, ies pourcentages de stades observés
et les moyennes des longueurs sont différents, toutes les conditions étant
semblables par ailleurs (mémes parernts, mémes paramétres d élevage).

Nous attribuons ces difféerences a une double cause, d'une part la
difficulté de prélever un échantillon homogéne, représentatif de la population,
d'autre part la variabilité des tailles de chague stade larvaire.

Le premier écuel! rencontré est le comptage et la répartition d'un
méme nombre de larves dans chaque récipient. Lorsque les iarves sont au stade
D, elles sont comptées pour étre réparties & raison de 10 000 par iitre. Elles
sont pour cela concentrées dans une éprouvette graduée de 1 litre, homogé-
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néisées avec une palette perforée. Cing a six prélévements de 1 ml sont effec-
tués a la pipette, fixés au formol et comptés sous le microscope binoculaire.
Les résultats varient du simple au triple. Corrélativement, le nombre de larves
réparties dans chaque bécher peut varier dans les mémes proportions.

Nous pouvons expliquer ces différences par le fait que les Tlarves
homogénéisées se rétractent dans leur coquille et tombent trés rapidement
dans 1'éprouvette. Selon le niveau du prélévement de 1'échantillon le nombre
d'individus sera variable.

Ce probléme se pose aussi pour prélever les &chantillons destinés aux
mensurations. La sédimentation différentielle est de plus en plus importante au
fur et 3 mesure du développement larvaire, les larves présentant une variabi-
1ité de taille croissante (150 )z a 350 H dans un élevage de 40 jours). Au moment
de la métamorphose certaines larves sont fixées et difficilement intégrables a
1'échantillon.

I1 conviendra donc de garder présent & 1'esprit les limites de la
méthode de mesure, lors de 1'interprétation des résultats.

Devant ces difficultés nous avons fondé notre étude sur 1'apparition
de stades larvaires caractéristiques plutdét que sur Ta biométrie des coquilles.

c) Protocole expérimental.

Afin d'étre certains de Ta spécificité des géniteurs nous avons
prélevé des animaux dans des zones ol Tes deux espéces présumées ne sont pas
sympatriques.

Deux séries de croisements ont été effectuées :

1°) Le croisement de Mytilus edulis de VILLERS-sur-MER (Manche) avec Mytilus
aalboprovinetalis de TOULON (Méditerranée). (Dans les deux sens).

2°) Le croisement de Mytilus edulis de LUC-sur-MER (Manche) avec Mytilus gallo-
provincialis de VIGO (Atlantique). (Dans les deux sens).
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Dans chaque cas nous avons élevé les larves dans des conditions iden-
tiques. Elles résultent de la fécondation artificielle des gamétes d'un seul cou-
ple de chaque espéce. Elles sont élevées dans des récipients de six litres d'eau
de mer filtrée. L'eau est changée chaque jour et additionnée de 8 mg de chloram-
phénicol par litre. Au moment de la métamorphose, le renouvellement de 1'eau est
moins fréquent et le récipient n'est plus nettoyé. Ceci permet le développement
d'un film bactérienet altal sur les parois qui facilite la fixation des larves.
Les Tarves sont nourries de 1a méme quantité de Monochrysis Lutheri chaque
Jjour.

d) Résultats.

Pour la premiére série, si 1'hybridation entre femelle de Mytilus
galloprovincialis et mdle de Mytilus edulies a réussi, celle entre femelle de
Mytilus edulis et mdle de Mytilus galloprovinecialis n'a pas donné un nombre
suffisant de larves, 1a plupart de celles-ci étant montrueuses et non viables

Nous n'avons pas pu suivre la croissance de cette hybridation. Les
véligéres oeillées sont apparues 35 a 40 jours aprés la fécondation pour les
larves d'origine intraspécifiques comme pour celles d'origine interspécifiques.
La moyenne des longueurs deslarves de la population, & 1'apparition de ce
stade, est de 241 J pour Mytilus edulis, et de lgl/u pour Mytilus galloprovin-—
ctalis et de 204 p pour les hybrides nés du croisement de Mytilus galldprovin-
etalis femelle par Mytilus edulis male. Les premiéres fixations ont lieu plus
tot pour Mytilus edulis que pour Mytilus galloprovineialis. La moyenne des
Tongueurs de toutes les larves de la population de Mytilus edulis est supé-
rieure de 60)J a celle de Mytilus galloprovincialis. La moyenne des longueurs
des hybrides est comparable & celle des larves de Mytilus galloprovincialis.
Les mémes constatations peuvent étre faites au moment de la fixation massive.
(10 @ 20 % des larves se sont fixées dans chaque élevage). La fixation massive
de Mytilus edulie a devancé celle de Mytilus galloprovincialis et celle des
hybrides avec une différence des moyennes des longueurs importantes (20 & 40 y).
(Tableaux n® 1, 2, 3).
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CROISSANCE DE mr#iLl: »DULIS (VILLERS-sur-MER)

- lre Série -

Apparition des

Date Nombre de jours | Moyemne L en p stades larvaires
17.,1.1974 2 105 Larves D
19.1.1974 4 117

23.1.1974 8 137

26.1.1974 11 143
29.1.1974 i4 179

2.2.1974 18 182 Véligéres
6.2.1974 22 209

10.2.1974 26 226

12:2: 1974 28 229

17.2.1974 35 241 Véligéres oeillées
19.2.1974 37 257
23.2.1974 41 266 Pédivéligéres
27.2.1974 47 299 1? fixationms
7.3:1974 55 304

10.3.1974 58 15

15.3.1974 63 = Fixation massive
20.3.1974 68 342 [

TABLEAU 1
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- lre Série -
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(TOUL N

Date cmbre de jours Moyenne L en.P Sizgzzi;izzaiizs
17.1.1974 2 107 Larves D
19.1.1974 4 117
23.1.1974 8 131
26.1.1974 134
29.1.1974 14 147 Véligéres
2.2.1974 i8 166
6.2.1974 22 i78
10.2,1974 26 182
12.2.1974 28 —

15.2.1974 31 19!

17.2,1974 35 = Véligéres oeillées
19.2.1974 37 190

23.2.1974 4} 94

27.2.1974 47 222 Pédiveligéres
7.3.1974 55 234

10.3.1974 58 239 ¥ fixations
15.3.1974 63 243

20.3.1974 68 266

27.3.1974 75 286 Fixation massive

TASLEAU 2
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CROISE PAR M¥TILUS EDULIS MALE (VILLERS-sur-MER)

- lre Série -

! Apparition des
Date Nombre de joure | Moyenne L en p stades larvaires
‘ !
!
17.1.1974 2 g 104 Larves D
19.1:.1974 4 121
23.1.1974 8 138
26.1.1974 146
29.1.1974 14 164
1
2.2.1974 18 76 Véligéres
6.2.1974 22 86
10, 2. 1974 28 184
15.2: 1974 3 189
7:.2.1974 35 198
19.2.1974 37 98
23.2.,1974 4] 204 Véligére oceillée
27.2.19%4 47 220
7.3.1974 55 232
10.3.1974 58 24 Pédivéligéres
15:3.1974 63 241
20.3.1974 68 257 1 fixations
|
27.3.1974 75 275
421974 : 80 287 Fixation massive




- 3P 5

Les résultats de la deuxiéme série confirment ceux de la premiére
série. Les larves proviennent de géniteurs différents de ceux de la premiére
série. Les fécondations intraspécifiques comme les interspécifiques fournis-
sent des larves viables qui se métamorphosent. La mortalité est inférieure a
20 %. 5 a 15 % de la population initiale s'est métamorphosée dans chaque
élevage. Le décalage entre 1'apparition des stades dans chaque population
est comparable @ celui observé pour la premiére série. La différence des
moyennes des longueurs est aussi semblable. Les hybrides se comportent comme
les larves provenant des géniteurs ayant fourni les ovocytes. (Tableaux n® 4,
Ss By 7).

e) Discussion.

Les courbes de croissance des populations, pour les deux séries
expérimentales (P1. 11, fig. A ; P1.12, fig. A ) montrent que Mytilus
edulis a une croissance plus rapide que Mytilus galloprovincialis dans nos
conditions expérimentales. Chaque courbe de croissance des hybrides se rap-
proche de Ta courbe de croissance de 1'espéce ayant fourni les ovocytes.

Les hybrides sont viables et peuvent se métamorphoser. Les moules
hybrides ainsi que les intraspécifiques sont toujours élevés au Laboratoire.
Nous espérons les faire parvenir a leur taille adulte afin d'effectuer des
gétudes biométriques sur les coquilles. Cette étude permettra de vérifier si
les différences observées par LE GALL (1969) dans le rapport hauteur/longueur
entre les deux "espéces" se retrouvent chez les animaux élevés dans Tes mémes
conditions. Par ailleurs, comme SEED (1973) 1'a remarqué sur les coOtes ouest
et sud de 1'Irlande ol Mytilus edulis et galloprovincialzs sont sympatriques,
le nombre de formes intermédiaires est particuliérement élevé ; cet auteur
estime que Te taux d'hybridation serait important dans cette région. Nos expé-
riences confirment la réalité de cette possibilite.

o Séparation spécifique de Mytilus edulis et Mytilus gallo-

provincialis.

L'obtention au Laboratoire d'hybrides nous permet d'envisager une
approche expérimentale de 1'étude du probléme de la séparation spécifique de
ces deux moules.
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- 2e Série -

Date Nombre de jours Moyenne L en r gﬁi::iti::vizies
27.1-1974 2 110 Larves D
4.2.1974 4 158 Véligéres a Umbo
14.2.1974 14 239 Véligéres oeillées|
20.2.1974 26 . 260 Pédivéligéres
28.2.1974 28 298 1° fixations
10.3.1974 38 3i4
15.3.1974 43 316 Fixation massive
20.3.1974 50 321

TABLEAU 4
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CROISSANCE DE MYTILUS GALLOPROVINCIALIS (ESPAGNE)

- 2e Série -
Apparition des

Date Nombre de jours Moyenne L en p Stades larvaires
27.1.1974 2 110 Larves D
4.2,1974 10 126
14.2.1974 20 141
20.1.1974 26 149
28.1.1974 28 160 Véligéres Umbo
10.3.1974 38 180
15.3.1974 43 199
20.3.1974 50 209
23.3.1974 53 23] Mé]igéres oeillées
27.3.1974 57 = P. ‘fixatione
1.4.1974 62 262 Fixation massive
10.4.1974 72 286

TABLEAU 5
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CROISSANCE DE MYTILUS EDULIS FEMELLE (LUC-sur-MER)
CROISE PAR MYTILUS GALLOPROVINCIALIS MALE (ESPAGNE)

- 2e Série -

Date Nombre de jours Moyenne L en P Sizz::iiizzaii:s
27.1.1974 2 110 Larves D
4.2.1974 4 158

14.2,1974 14 202 Véligéres
20.2.1974 26 211
28.2.1974 28 230

10.3.1974 38 250 Véligéres 3 Umbo
15.3.1974 43 250
20.3.1974 50 257
23.3.19%4 . 53 265 Pédivéligéres
1.4.1974 62 289 1° fixations
10.4.1974 72 302 Fixation massive
19.4.1974 79 336

TABLEAU 6
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CROISSANCE MYTILUS EDULIS MALE (LUC-sur-MER)
CROISE PAR MYTILUS GALLOPROVINCIALIS FEMELLE (ESPAGNE)

- 2e Série -

Date Nombre de jours | Moyenne L en r Sizszzi;igzagizs
27.1.1974 2 110 Larves D
4.2.1974 4 129
14.2,1974 14 148 Véligéres 3 Umbo
20.2.1974 26 163
28.2.1974 28 189
10.3.1974 38 199
15.3.1974 r 43 210 Véligéres oeilléesg
20.3.1974 50 211
23.3.1974 53 216
1.4.1974 62 216 Pédivéligéres
5.4.1974 66 230 1° fixations
10.4.1974 72 255
19.4.1974 79 256 Fixation massive

TABLEAU 7
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L 'espéce, selon 1a définition classique donnée par MAYR (1963),
"est un groupe de populations naturelles dont les individus sont réellement
ou potentiellement capables de se reproduire entre eux, mais ne se reprodui-
sent pas avec les individus d'autres groupes spécifiquees dent 1ls demeurent

sexuel lement 1solés',

Comme 1'a souligné BOCQUET (1953) cette conception conduit & une
"systématique des populations" et |'étude des popuiations naturelles du Crus-
tacé Isopode Asellote Jaera albz froms a conduit cet auteur et ses collaborateurs
grace a 1'emploi de méthodes morphologiques, biométriques et génétiques a mon-
trer que cette super espéce englobait en réalité six espéces différentes ayant

d peine dépassé le niveau spécifique.

L'étude de 1a morphologie et de 'a biologie de Mytilus edulis et
Mytilus galloprovincialis révélent un certain nombre de caractéres différen-
tiels qui permettraient de justifier une séparation spécifique entre ces deux
moules.

Le fait que Mytilus edulis et galloprovincialis peuvent s'hybrider
montre que 1'on ne peut encore se prononcer sur le probléme de la séparation
spécifique des deux moules. En effet, 11 apparait que 1'hybridation des deux
moules est non seulement possible comme 1'avaient déja montré LUBET (1959) et
SEED (1971) mais qu'elle conduit & des animaux viables. Plusieurs auteurs ont
essayé déja de croiser des espéces voisines de Pélécypodes. Souvent 1'hybrida-
tion est possible mais seuls les premiers stades sont viables. DAVIS (1950)
croise Crassostrea virginica et Crassostrea gigas, mais le nombre d'hybrides
viables est moins important que le nombre de non-hybrides. Aucune larve de
cet hybride n'atteint 1a métamorphose. IMAI et SAKAI (1961) montrent que les
hybrides de Crassostrea gigas et Crassostrea angulata sont viables alors que
ceux de Crassostrea echinata et de Crasscstrea virginica ne le sont pas.
LOOSANOFF (1954) croise Mercenaria mercenaria et Mercenaria compechiensis
avec succés et obtient la métamorphose des hybrides.

Deux hypothéses peuvent étre alors formulées :

- Les hybrides obtenus sont stériles. Les deux espéces existent vraiment mais
ces espéces restent encore génétiquement assez proches 1'une de 1'autre et
ont vraisemblablement & peine dépassé le niveau spécifique.
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- Les hybrides obtenus sont fertiles. On peut penser que le phénoméne de spécia-
tion est en cours et que 1'on a affaire a deux races d'une méme espece ou &
deux formes ayant presque atteint le niveau spécifique.

Nous espérons pouvoir ultérieurement donner une réponse & ce pro-
bléme lorsque les hybrides obtenus auront atteint leur maturité sexuelle.

La différence de vitesse de croissance notée entre les larves de
Mytilus edulis et Mytilus galloprovincialis ne peut étre retenuecomme un carac-
tére de différenciation spécifique. Cette vitesse s'est avérée trés variable
au cours des diverses expériences effectuées durant 1'année. Cependant, les
stades caractéristiques du développement larvaire des Mytilidés que nous avons
définis sont toujours apparus pour des tailles plus faibles chez Mytilus gallo-
provineialis.

— —

L L

lres fixations| Fixation massive

Mytilus galloprovincialis TAMARIS

Fécondation du ler novembre 1973 227 290
Fécondation du 15 janvier 1974 239 286
Fécondation du 15 janvier 1974 (bis) 243 278

Mytilus galloprovincialis CHERBOURG

Fécondation du 19 mars 1974 217 269

Mytilus galloprovincialis ESPAGNE

Fécondation du 25 janvier 1974 231 262

Mytilue edulis

Fécondation du 15 janvier 1974 299 315

Fécondation du 25 janvier 1974 298 316

le colonne : L = moyenne des longueurs de toute la population a 1'apparition

des premiéres fixations.

2e colonne : L = moyenne des longueurs de toute la population a la fixation
massive (5 & 20 % de fixations selon les séries),

Cette moyenne ne représente pas la moyenne du stade.
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Afin de vérifier si cette petite taille apparente était due a

1'acclimation aux eaux locales nous avons élevé des larves de Mytilus gallo-
provinetalis nées de géniteurs prelevés dans la rade de CHERBOURG. Il existe
en effet & CHERBOURG une population de Mytilus galloprovineialze (LE GALL,
1969) limitée cependant & quelques individus épars sur e rocher. Ceci ne
permet pas de nombreux prélévements de géniteurs. Une seule ponte et une

seule éjaculation ont pu étre obtenues. La fécondation artificielle a fourni

des larves viables, élevées dans les mémes conditions que pour les séries pré-

cédentes. Si la croissance a été aussi rapide que pour Mytilus edulis, les

stades caractéristiques sont apparus dans la population pour une moyenne voi-

sine de celle des larves de Mytilus galloprovincialis méditerranéenne ou

atlantique. (PT1. 13).
CROISSANCE MYTILUS GALLOPROVINCIALIS - CHERBOURG
(fécondation 19 mars)

Date Nombre de jours Moyenne L en J Sizszgi;iz:ag§:s
1.4.1974 13 150 Larves D
4.4.1974 17 157 Véligéres a Umbo
16.4.1974 29 217 1° fixations
19.4.1974 32 225
25.4.1974 38 231}

7.5.1974 50 269 Fixation massive
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Les plus petites larves fixées que nous ayons observées dans nos
élevages mesurent 260 p de long pour Myizlue edulis et 220.y pour Mytilus gallo-

provincialls.

Les plus grandes larves nageuses observées mesurent 420 2 de long
pour Mytilus edulis et 310 L pour Myziius galloprovincialis.

Les longueurs maxima des coquiiies de larves de Mytilus edulis
rapportées dans la bibliographie différent de plus de 100 K selon les auteurs
(WERNER, 1934 ; JORGENSEN, 1944 ; SULLIVAN, 1948 ; LOOSANOFF et DAVIS, 1963 ;
REES, 1950 : BAYNE, 1965).

BAYNE (1965) explique cette différence de taille & la métamorphose
par ce qu‘'1l nomme le "délai de 1a métamorphose". Si la larve ne trouve pas le
substrat approprié, elle est capable de retarder sa fixation de plusieurs se-
maines. Pendant cette phase sa croissance se ralentit Selon BAYNE le stade
de la Pédivéligére I est toujours atteint pour une longueur de 260 H quelques
soient les conditions d élevage, quelque soit 'a provenance des géniteurs. La
fixation a lieu pour des longueurs de coquille comprise entre 260 u et 410 P'

Or, nous avons obtenu des larves de Mytiius galloprcvincialis de
220 P fixées Si1 le retard de ia métamorphose influe sur la longueur ce sont les
larves de Mytilus galloprovineialis qui devraient dans nos élevages étre plus
grandes puisqu'elles se sont métamorphosées aprés celles de Mycilus edulis.

Cette observation suggére deux hypothéses :

- 1'invariabilité de la longueur de la Pédivéiigére I est @ remettre en
question.

=

- Mytilus galloprovinciairs est susceptible de se métamorphoser & une longueur
de coquille plus faible que Mytzius edulis

Le nombre d'&levage que nous avons effectué n'est pas assez impor-
tant pour affirmer qu 1! existe une différence de taille significative entre
les stades larvaires de Mytzlus edults et Mytilus gallcprovinecialze. Une étude
systématique de ce probiéme doit étre envisagée en é'evant des larves des deux
espéces dans diverses stations. En dehors de ces différences de taille des lar-
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ves au méme stade nous n avons pas observé de différences anatomiques apparentes
entre les deux especes

Seule 1°'étude des charniéres au microscope électronique a balayage
en cours (LE PENNEC, inédit) permettra 4 atanlir s'il existe une différence
significative entre les deux especes.

@ Importance et role de 1'ovocyte dans le développement
larvaire

PRIEUR (1974) observe que les larves de moules sont pius ou moins
sensibies 3 des souches de bactéries pathogénes a différentes péricdes de
1'année. I1 en conc ut que le degré d &'aboration des gamétes joue un réle
primordial sur la défense des larves contre les attaques bactériennes.

Nos observations montrent que :
- certaines fécondations sont abortives, ou donnent naissance a des larves
monstrueuses. C'est le cas notamment, lorsque les ovocytes émis sont en
forme de peire, caractéristique d une maturité inachevée.

- les larves présentent une importante variabiiité de croissance. Les divers
états physiolcgiques des ovocytes eémis !ors de la ponte forcée en sont vrai-
semblablement la cause.

- les hybrides se comportent comme “es larves de 1a meme espéce que celle des
géniteurs femelles.

11 sembie donc que | état et la nature de |'ovocyte aient une
importance primordiaie sur le devenir de 'a larve.

L'@tude de Ta maturation des géniteurs et de la qualité des ovo-
cytes parait fondamentale pour le développement de 1 aguaculture. '




CHAPITRE III

ORGANOGENESE, ANATOMIE ET FONCTIONNEMENT DU TRACTUS DIGESTIF LARVAIRE

A, MATERIELS ET METHOLES.
i. Observqrion in TotTo

Les larves surtout pendant le: premiers stades du développement,
sont transparentes. Des cbservations peuvent etre effectuées au stéréomicros-
cope Ou au microscope aprés fixat:ion ou anesthésie

2. Technigques de frxaviom er d'wvnclusion.

Les techniques d histologie c'assique par fixation aux liquides de
BOUIN, de CARNOY ou autres fixateurs, suivies d'une 1nclusion dans 1a gélose
paraffine ne nous ont pas permis d obtenir des coupes satisfaisantes. L'emploi
de la paraffine entraine des défecrmations considérables des tissus, surtout
chez les jeunes stades.

Nous avons préfé<é ut-liser les techniques d'inclusion pour micros-
copie électronique, dans 1 epon Neéanmoins, ces technigues plus fines nous ont
posé des problémes du fait de la présence de la prodissoconque de 1 & 3 ¥
d'épaisseur (P1.22, fig.A), protégeart .a 'arve. Meme avec des épons trés durs,
cette coquille ébréche 'es couteaux en verre du microtome, ce qui entraine la
striation des coupes Nous avons du décaicifier en cours de fixation a 1‘aide

- ———
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d‘un agent chélateur 1 E DT A , se on ies méthodes employées en odontologie.

Les iarves, aprés anesthésie par le froid (4°C) sont fixées au
glutaraldéhyde tamponné au caccodylate de sodium pendant 12 heures. L anes-
thésie est indispensabie car ies larves se rétractent immédiatement entre les
valves de ieur coquiile qui se ferment hermétiquement. La pénétration des pro-
duits au travers du périostracum (P1.21, fig. A), devient alors difficile.
Seule 1'anesthésie par ‘e froid a permis 1 obtention de Ta relaxation tissu-
laire, tous les anesthésiques testés provoquent la fermeture des valves. I1
faut veiller a ce que 'e refroidissement n'entraine pas une congélation de
1'eau de mer qui changerait 1 osmo'arité du milieu

Aprés fixation, les larves sont rincées une nuit au tampon cacco-
dylate / saccharose, puis décalcifiées pendant 10 @ 12 H dans un mélange
E.D.T.A. disscdique (Titriplex III MERCK) / tampon caccodylate &8 4°C. Elles
sont ensuite rincées une nuit et post-fixées au tétroxyde d osmium a 1 %
pendant 3 H. Aprés déshydratation, e'ies sont incluses dans 1 &pon par double
inclusion pour étre ovrientées

Les coupes semi-fines sont pratiquées sur couteaux en verre a
1'Ultra microtome de PORTER BLUM ou de REICHERT (L.K B.).

Elles sont colorées au bl'eu de toiuidine & 1 % dans le borate
de sodium @ 1 % ou au colerant de RICHARDSON.

1
3. Ultrastructure

A part 1'@tude de CRANFIELD(1973) sur le pied de la larve d'Ostrea
edulis en cours de métamorphose, il n existe pas, a notre connaissance, de
recherches sur !‘ultrastructure des tissus des larves de Pélécypodes. ce qui

=

nous a incité & entreprendre ce travail. Nous avons tenté d'obtenir des élec-
tronographies a partir de coupes extra-fines blanches ou jaunes effectuées sur
les mémes blocs que ceux employés pour tes coupes semi-fines. Elles sont colo-
rées a |1 'acétate d'uranyl, suivi d un traitement au citrate de piomb selon
REYNOLDS (1963) Nous n'avons, malheureusement. pas pu obtenir beaucoup d'ima-
ges interprétables. Il semble que le décaicification altére | uitrastructure

de ces organismes embryonnaires dont les tissus présentent des différences de
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densité importantes. I1 apparait de plus que la décalcification n'est jamais
totale. I1 reste toujours entre le périostracum et 1'épithé&lium du manteau des
grains qui ne se dissolvent pas et qui pourraient étre de 1'aragonite.

B. ORGANOGENESE DU TUBE DIGESTIF.

Dans le cadre de ce travail, nous avons porté nos efforts sur 1'étude
de 1'anatomie du tractus digestif, 1'organogénése larvaire des P&lécypodes étant
assez bien connue grace aux travaux récents de ANSELL (1961) chez Venus stria-
tula, CREEK (1960) chez Cardium edule, SASTRY (1965) chez Aequipecten iradians
concentricus, BAYNE (1970) chez Mytilus edulis, HICM: .. ~i GRUFFYD (1970) chez
Ostrea edulis. L'essentiel de ces travaux a été synthétisé par PRIEUR (1971).

1. Trochophore.

Le massif de cellules endodermiques se creuse. La cavité formée
s'ouvre a 1'extérieur, face ventrale, par la jonction avec 1'invagination sto-
modéale réalisée au cours de la gastrulation (P1. 30, fig. A). Cette ouver-
ture orale est suivie du percement proctodéal, qui marque 1'anus. Le tractus
digestif n'est pas encore différencié, i1 présente une forme en U. I1 n'y a
pas de capture de nourriture.

2. Larve D. (P1. 20, fig.A).

Tous les organes sont en place, 1'oesophage, 1'estomac avec une
tige cristalline, la glande digestive, 1'intestin et le rectum. Tous ces orga-
nes sont simples. Le tractus digestif devient fonctionnel en quelques heures.
(48 H aprés la fécondation).

L'oesophage est court et droit, i1 débouche dans 1'estomac & tra-
vers le tissus de 1a glande digestive.

La glande digestive est un simple sac de quelques cellules, large-
ment ouvert sur le sac (ou diverticule) de la tige cristalline. Celle-ci est
déja formée et tourne sous 1'action des cils de la paroi stomacale. Elle
frotte contre un bouclier gastrique,(gastric-shield)des auteurs anglais. L'in-
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testin est en prolongement de la cavité gastrique ; i1 est court, droit, i1 dé-
bouche dans le rectum au dessus du muscle adducteur postérieur.

C'est au cours du passage de la trochophore & 1a larve "D" que la
fonction de nutrition est acquise, 1iée a la différenciation en moins de 12
heures de 1'endoderme stomodéal en tissus spécialisés.

Un autre fait remarquable chez Ta larve D est la présence de nom-
breuses inclusions lipidiques dans tous les tissus au niveau du velum, de 1'ce-
sophage, de 1'estomac, de 1'intestin et de 1'&pithélium du manteau. La larve
peut ainsi survivre pendant trois semaines, & jelin dans une eau de mer stérile.

3. Véligeére. (P1.22, fig.A, B).

Au fur et @ mesure du développement, les différentes régions du
tractus digestif augmentent de taille. L'intestin s'allonge et se courbe en
deux boucles. I1 prend naissance sous forme d'une gouttiére intestinale a la
face ventrale de 1'estomac, et non plus dans son prolongement. Cette derniére
est largement ouverte sur la poche stomacale ; elle est délimitée par deux
replis typhlosoliques. L'intestin fait une premiére boucie en arriére, vers
1'estomac avec lequel i1 communique par une ouverture postérieure ou "chambre
postérieure" (BAYNE, 1970) qui marque son abouchement initial au stade D.
(P1. 30, fig. B). L'intestin se sépare alors complétement de la paroi stoma-
cale pour former une branche récurente qui remonte sous 1a charniere au-dela
de 1'umbo. Une deuxiéme boucle raméne 1'intestin vers 1'arriére par sa bran-
che directe parallélement & sa branche récurente, @ droite de 1'estomac, vers
le rectum au-dessus du muscle adducteur postérieur. Ce dernier s'ouvre &

1'extérieur par une papille annale ciliée.

L'oesophage s'allonge, i1 passe sous la plaque neurale du velum
pour déboucher dans 1'estomac & travers la glande digestive. Cette derniére
augmente de volume. Elle reste impaire mais se trouve déjetée sur la gauche
de 1'estomac avec lequel elle communique par un large canal. On y distingue
nettement deux types de cellules, la cellule digestive et 1a cellule secrétrice.
Au fur et a mesure du développement 1a glande digestive va former deux lobes

ou poches. D'abord le lobe gauche puis du coté droit de 1'estomac, le lobe
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droit plus petit dans un premier temps. Ces deux lobes sont les ébauches des
caeca droit et gauche de 1a glande digestive adulte.

4. Métamorphose.

Les modifications anatomiques qui atteignent la larve @ la méta-
morphose sont considérables et ont été particuliérement bien étudiées par
BAYNE (1970) (P1.8, fig.A,B). Notre étude confirme et compléte ces observa-
tions. A ce stade, la larve présente son niveau maximum d'organisation, un
grand velum qui sert @ Ta natation et & Ta nutrition, un pied qui lui permet
de ramper pour chercher un substrat afin de se fixer. Un byssus est secrété
par un complexe glandulaire déja formé (P1. 30, fig.D) On distingue des
grosses cellules colorées en rose par le RICHARDSON, des cellules secrétrices
éparses dans le pied fortement colorables en pourpre, et quelques trés petites
cellules & grains trés réfringents. (P1.30, fig. D). Les premiéres cellules
forment une glande impaire assez volumineuse & la partie proximale du pied.
Cette glande correspond & la glande du collagéne (PUJOL, 1967). Les cellules
trés chromophiles sont réparties dans toute la hauteur du pied, elles sont
chargées de granulations qui paraissent étre secrétées au moment de la fixa-
tion. Elles correspondent & 1a glande des phénols PYE FINCH (1945) BROWN
(1952). Les derniéres cellules observées, sont accolées a la glande du colla-
géne et trés'peu nombreuses. Elles pourraient correspondre & la glande des
enzymes (SMYTH ,1954). Ces trois glandes sont situées & la périphérie d'une
cavité ciliée du pied, le sac ou la bourse byssogéne dans Taguelle elles se
déversent pour former les filaments du byssus. BAYNE n'a observé que deux
glandes (collagéne et phénol) en plus du sac byssogéne. Celui-ci est divisé
en deux compartiments par un repli épithilial. Ils se prolongent par deux
canaux ou filiéres et débouchent au niveau d'un coude & Ta face postérieure
ble de secréter deux & cing filaments de byssus en quelques secondes & n'im-
porte quel moment, ceux-ci se terminent par un disque adhésif.

I1 apparait que toute une série de stimuli sont nécessaires pour
provoquer la secrétion des glandes. Le stimulus principal &tant 1a rencontre
d'un substrat adéquat, qui 1éve une inhibition de Ta secrétion susceptible de
durer plus de 50 jours. La larve de moule apparait étre un excellent matériel
pour étudier les phénoménes de la secrétion du byssus. C'est au moment de la
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métamorphose qu'apparaissent les bourgeons branchiaux de part et d'autre du
pied. Le systéme neurosensoriel se compose de trois paires de ganglions ner-
veux (cérébroides, viscéraux, pédieux) (P1. 22, fig. B), une paire de stato-
cytes et une paire de taches oculaires. A ce stade un massif de quelques cel-
lules trés colorables et ciliées se différencie sous les ganglions viscéraux.
Selon BAYNE ce serait un osphradium. Nous n'avons pas observé, contrairement

-

a cet auteur, de cavité rénopéricardique @ ce stade.

Le tractus digestif n'a pas subi de modification par rapport au
stade précédent.

La métamorphose va se manifester par le passage de la vie pélagi-

que planctonique a la vie benthique sessile ou peu mobile.

D'un point de vue anatomique on observe la disparition du velum,
la mise en place des palpes labiaux autour de la bouche. Les branchies de-
viennent fonctionnelles, ainsi que les palpes Tabiaux.

5. Jeune moule

La principale modification décelable au niveau du tractus diges-
tif est une morphogénése de tubules au niveau de 1a glande digestive, ce qui
va rendre cet organe plus volumineux et complexe. Cette glande passe d'une
structure en sac a une structure en grappe. Des canaux primaires ciliés et
des canaux secondaires a bordure en brosse bourgeonnent & partir des caeca
droit et gauche (OWEN, 1955). Ils se terminent en cul-de-sac dans les tubules
constitués de cellules digestives et de cellules secrétrices (P1. 29, fig. A).
La glande digestive est noyée dans un feutrage de tissus conjonctif et fibres

musculaires.

C. HISTOLOGIE ET CYTOLOGIE.

1. Velum. (P1. 24).

Nous avons inclus 1'étude du velum dans ce travail car en plus de
sa fonction lTocomotrice c'est aussi un organe de capture des particules.
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L'épithélium est de type columnaire et ciliaire. Les cils sont
les plus longs au niveau du bourrelet velaire, ils sont comparables aux
"tractelles" des protozoaires ; ils permettent & la larve de nager. Ils sont
plus petits sur la gouttiére velaire. Ils traversent un tapis fibrillaire
joignant la téte des microvillosités nombreuses et sont insérés par des ra-
cines profondes dans chague cellule. Celles-ci sont relativement grandes
(7 a 12 F) et présentent un cytoplasme fibrillogranulaire contenant de nom-
breux granules fortement colorés par le bleu de toluidine et trés denses
aux électrons. Le noyau est basal, s. érique et volumineux. Certaines cellules
ont un cytoplasme plus chromophile que d'autres, ce qui laisserait supposer
1'existence de deux types au moins de cellules ou de plusieurs états physio-
logiques d'un méme type cellulaire. En électronique, on observe des secré-
tions de type muqueux, ce mucus peut étre mis en évidence in vivo par 1'emploi

de graphite colloTdal.

Les cellules du plateau velaire sont plus petites et dépourvues
de cils, mais couvertes d'une bordure en brosse constituée par des microvil-
losités. (P1. 25, fig. B). Au centre du plateau se trouve une dépression
d'ol émerge le flagellum. Les cellules portant le flagellum sont trés chromo-
philes et en étroite relation avec la plaque neurale, ensemble des neuroblas-
tes du ganglion cérébroide (P1. 20, fig. B).

Sous 1'épith&lium velaire sont insérées les terminaisons des trois
paires de muscles rétracteurs du velum. (P1. 25, fig. B).

Au moment de 1a métamorphose, le velum dégénére. (P1. 23, fig. C),
(P1. 24, fig. B). Les cellules se nécrosent, les cils tombent. I1 semble que
1'épithélium velaire des larves de mollusques marins soit trés fragile et
labile. Une agression chimique, thermique ou microbienne atteint toujours en
premier les cellules de 1'épithélium qui se détachent du velum. Nous n'avons
pas observé d'invasion massive d'amoebocytes nettoyant les cellules de 1'épi-
thélium velaire comme 1'ont décrit COLE (1938) et BAYNE (1970).

La désintégration du velum entraine un vide dans la cavité pallé-
ale de la jeune moule progressivement comblé par la mise en place de la bouche
et des palpes labiaux. Chez Ta véligére la bouche est un orifice entouré par le
palpe oral et situé sur le bord postérieur du bourrelet velaire.
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Au cours de la métamorphose, les tissus velaires de ce bord posté-
rieur du bourrelet ne se désintégrent pas, mais se réorganisent en palpe labial
supérieur. Le palpe oral se transforme en palpe labial inférieur. Chacun des
palpes se scinde en deux langues de tissus qui forment les deux palpes Tabiaux
supérieurs et les deux palpes labiaux inférieurs qui entourent la bouche de
1'adulte.

2. L'oesophage.

C'est un tube constitué d'un épithélium simple & cellules colum-
naires (5 y) au cytoplasme fibrillaire avec un noyau ovoide en position basale.
Cet &pithélium est cilié, les cils forment un entonnoir plongeant dans la ca-
vité stomacale au niveau d'une constriction oesophagienne. (P1.20, fig. B).

On distingue trés nettement sur coupe semi-fine une bordure en brosse. Ces
cellules présentent des affinités tinctoriales variables. Elles ressemblent
en tout point aux cellules de 1'épithélium velaire.

Chez 1a larve "D", 1'épithélium oesophagien est chargé en globules
lipidiques qui disparaissent chez la larve plus &gée

3. L'estomae.

L'estomac des Pélécypodes est plus particuliérement appelé intes-
tin gastrique. I1 est formé de deux parties : le diverticule du sac de la tige
cristalline (P1. 23, fig. B) et 1'intestin moyen. Les deux invaginations
sont séparées par les deux replis typhlosoliques (P1.23, fig. C), chez cer-
taines espéces, les typhlosoles sont jointifs, séparant la Tumiére de 1'intes-
tin de celle du sac de la tige cristalline. Chez la moule et chez sa larve les
deux lumiéres sont en communication, les déchets tombent dans la gouttiére in-
testinale pour étre évacués par les mouvements ciliaires intestinaux.

L'épithélium du sac de 1a tige cristalline est constitué de cellules
ciliées pavimenteuses recouvertes d'une bordure en brosse de microvillosités.
Les cils sont nombreux et serrés ; leurs mouvements synchrones font tourner la
tige cristalline et 1a poussent contre le bouclier gastrique (P1.30, fig.B).
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Ces cellules sont trés chargées en inclusions lipidiques. Chez 1'adulte,
GIUSTI (1970) décrit de petites cellules & mucus insérées entre les cellules
ciliées. Nous n'avons pas pu les mettre en évidence chez 1a larve.

Les cellules des typhlosoles sont plus hautes, le noyau est riche
en chromatine, la surface apicale couverte par une bordure en brosse et par de
nombreux cils. Le cytoplasme est trés chromophile. GIUSTI (1970) a montré chez
1'adulte que Ta tige cristalline était secrétée par les cellules des typhlosoles
et non par les cellules du sac.

La tige cristalline chez 1'adulte est constituée de structures
lamellaires concentriques de muccopolysaccharide autour d'un noyau axial.
Chez la larve, seul le noyau axial existe. Sur certaines coupes histologiques,
la tige cristalline est trés vacuolisée (P1.30, fig.B), parfois trés réduite.
Chez les Tarves a jeln, elle reste entiére.

Le bouclier gastrique est trés nettement visible au plafond et
sur les cotés de la paroi stomacale. (P1. 30, fig. B). Mc QUISTON (1970) a
montré chez Lasea rubra adulte que le bouclier est un feutrage de microvil-
losités serrées dans.unematrice d'éléments fins granuleux ou fibreux. Chez
la Tarve de moule ce bouclier forme un crochet dans la lumiére stomacale qui
sert & retenir la tige cristalline appendue au plafond de 1'estomac et a
retenir le bol alimentaire autour de cette tige.

4. La glande digestive.

La glande digestive des Pélécypodes a Tongtemps &té considérée
comme un organe de digestion et d'absorption intra-cellulaire (YONGE, 1955 ;
SUMNER - 1966 ; MORTON, 1969, 1970) cependant MANSOUR (1946), MANSOUR et ZAKI
(1946) lui attribuent un rdle secréteur. '

Sa structure tubulaire a été décrite par YONGE (1926). Pour cet
auteur, 1'épithélium de la glande digestive est constitué d'un seul type cel-
lulaire, la cellule digestive, provenant de cellules méres trés colorables
situées dans les cryptes tubulaires, leur remplacement est constant. OWEN
(1955, 1956) montre que ces cellules chromophiles ("cellules méres" de YONGE)
sont flagellées et présentent un cycle secrétoire, eiles constitueraient donc
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une lignée cellulaire différente des cellules digestives. SUMNER (1966) au cours
d'une étude histochimique et ultrastructurale décrit deux types de cellules chez
Anadonta anatina, l1a cellule digestive et la cellule secrétrice. OWEN (1970)
chez Cardium edule précise 1'ultrastructure de ces deux types cellulaires ainsi
que leur fonction. PAL (1972) retrouve ces structures chez Mya arenaria. Dans

un travail récent THOMPSON, RATCLIFFE et BAYNE (1974) décrivent Tes modifica-
tions histologiques et ultrastructurales de Ta glande digestive des moules adul-
tes maintenues au Laboratoire.

A la Tumiére de ces travaux, il apparait que la glande digestive
des Pélécypodes adultes est constituée de deux types cellulaires :

- La_cellule digestive (P1.9, fig.C). En forme de colonne, elle présente
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une bordure en brosse a microvillosités, un cytoplasme envahi par des vacuo-
les de plusieurs types, 4 selon OWEN et PAL, 2 selon SUMNER, THOMPSON,
RATCLIFFE et BAYNE. Le noyau est en position basale.

- La_cellule_secrétrice (P1.9, fig. A). De forme pyramidale, elle est carac-
térisée par un reticulum endoplasmique trés développé, un appareil de GOLGI
émettant des grains de secrétion accumulant des protéines, vraisemblablement
enzymatiques. Ces cellules sont situées dans les cryptes tubulaires de la
glande et sont trés chromophiles. Divers états de 1a cellule secrétrice ont
eté décrits. OWEN (1970) distingue 1a cellule secrétrice typique et une cel-
lule secrétrice jeune, flagellée, cellule mére selon lui des deux types cel-
lulaires décrits. THOMPSON, RATCLIFFE et BAYNE (1974) distinguent deux types
de cellules secrétrices, la "basiphil cell" et la "flagellate cell". Ces
cellules ne sont pas différenciables en microscopie photonique. En microsco-
pie &lectronique 1a "flagellate cell" présente un reticulum endoplasmique
moins développé que la "basiphil cell" et un ou plusieurs flagelles apicaux.
Ces auteurs émettent 1'hypothése d'une filiation entre la "flagellate cell"
et 1a cellule digestive.

Chez la larve de moule nous avons retrouvé ces deux types cellu-
laires (digestif et secréteur) 48 heures aprés la fécondation dés le stade "D".
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Sur coupe semi-fine nous avons observeé :
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basal. Elles possédent une membrane plasmique apicale portant des micro-
villosités. Nous n'avons pas pu déterminer si elies étaient flagellées.
Ces cellules sont trés peu nombreuses (4 ou 5) et petites (5a 7 u de
haut). Elles sont intercallées entre les cellules digestives et & leur
base. Cette cellule rappelle par sa morphologie la cellule secrétrice
définie par OWEN (1970) dans la glande digestive de Cardiwm edule.

- ——

plus grandes cellules visibles dans une larve. Le noyau est basal et com-
primé par de nombreuses vacuoles. Sur coupes semi-fines nous avons observé
deux types de vacuoles, des vacuoles de petite taille, de position basale
présentant du matériel dense concentré a la périphérie vacuolaire et for-
tement métachromatique dans les rouges @ la coloration de RICHARDSON
(P1.28, fig. D),des vacuoles plus grandes, de formes variables contenant
du matériel fibrillogranulaire épars (P1. 28, fig. D). Ces derniéres sont
concentrées au sommet de 1a cellule.

La cellule digestive chez la larve est caractérisée par un ou
deux globules lipidiques, en position basale (P1. 28, fig. ) Ces inclu-
sions lipidiques peuvent occuper le quart ou le tiers du volume cellulaire.
Chez 1'adulte les globules lipidiques sont plus petits et plus nombreux, dis-
séminés dans la cellule. (P1.29, fig.C).

Chez 1a larve D qui n'a jamais été nourrie depuis la fécondation
on observe seulement de petites vacuoles et quelques globules Tipidiques de
réserves (P1. 20, fig. B). Les macrovacuoles et Tes gros globules Tipidiques
ne sont visibles que chez les larves nourries (P1. 23, fig.A). Ces macro-
vacuoles semblent confluer les unes vers les autres pour former des plages
apicales qui se détachent dans la lumiére de la glande pour se mélanger au
bol alimentaire. (Possibilité d'apport d'enzymes).

Les inclusions Tipidiques de la cellule digestives semblent enga-
gées dans des processus d'exocytose basale (P1., 28, fig.D). Nous avons
observé certaines de ces inclusions se déversant a 1'extérieur de l1a glande.
Sur certaines coupes les produits lipidiques sont repris par des cellules de
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type amoebocytaire (trés peu nombreuses) accolées a la glande digestive. (P1.28,
fig. D). I1 n'y a pas de tissus d'embaliage autour de la glande digestive, pas
plus qu'autour des autres organes, chez la larve. Les échanges métaboliques et
énergétiques se font probablement essentiellement par diffusion dans le Tiquide
interstitiel des produits 1ibérés par 1'exocytose basale des celluies digesti-
ves.

L'étude de Ta cellule digestive au microscope &lectronique nous a
permis d'observer que les vacuoles digestives chez la larve de moule étaient
de quatre types (P1. 27, fig. A, B).

- type a : au sommet de la cellule, de taille variable (0,5 P a 1,5}1) con-
tenant peu de matériel.

- type b : en position moyenne, de 2 3 3 Mo contenant un matériel trés peu
dense aux électrons, mais uniformément réparti. Ces vacuoles sont parfois
confluentes par de grandes surfaces ou par des ponts membranés.

- type ¢ : réparties sur toute la hauteur de 1a cellule, mais le plus souvent
sous les vacuoles de type b. Elles mesurent 1,53 2 H de diamétre. Elles
contiennent un matériel hétérogéne réparti & Ta périphérie vacuclaire. Elles
présentent une couche de matériel fibrillaire ténue accolée a la membrane.

- type d : en position basale, contenant un matériel microtubulaire de densiteé
trés variable. Elles mesurent de 1,5 a3 2 Mo Elles sont Te plus souvent acco-
1ées aux inclusions lipidiques basales et sont entourées de deux membranes

séparées par un espace de 0,1 F'

Les autres constituants celiulaires sont de nombreuses mitochon-
dries réparties sur toute la hauteur de la cellule, plus particuliérement sur

les cOtés, un reticulum endoplasmique épars et des appareils de GOLGI situé a
proximité des vacuoles de type C et D.

A sa partie apicale, la cellule est truffée de microvacuoles de
0,1 & 1 Iz qui semblent converger pour former les vacuoles de type a. La sur-
face apicale est couverte de microvillosités.
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La structure de la cellule digestive de la larve de moule est tout

& fait comparable & celle de la cellule digestive du Cardium edule décrite par
OWEN (1970).

Nous avons également étudié la glande digestive de jeune moule de
3 mm. Celle-ci présente alors une structure tubulaire. La cellule digestive
présente quatre types de vacuoles comme chez la larve et non pas deux selon
THOMPSON, RATCLIFFE et BAYNE (1974). La différence avec la larve vient du nom-
bre et de 1a forme des inclusions lipidiques plus petites, plus nombreuses et
plus éparses chez la jeune moule.

Nous n'avons pas pu observer de cellule secrétrice en microscopie
électronique chez la larve. Par contre, chez la jeune moule nous avons retrou-
vé les deux types de cellules secrétrices décrits récemment par THOMPSON,
RATCLIFFE et BAYNE (1974) (P1. 29, fig B). Nous avons par ailleurs, de peti-
tes cellules de 2 & 5 F de haut, & fort rapport nucléoplasmique qui pourraieht
correspondre a de jeunes cellules méres indifférenciées (P1. 27, fig. B).

5. Intestin et rectum.

Les cellules de 1 &pithélium intestinal sont trés basses (1 ad 3 y)
P1. 28, fig. B). Elles portent de nombreux cils qui acheminent les fécés vers
1'anus. Chez certaines larves, ces celluies sont trés chargées en microinclu-
sions lipidiques, alors que chez d'autres ces gouttelettes sont absentes. Ceci
laisse supposer une activité digestive au niveau de 1 épithé&lium intestinal.
Ces observations sont en contradictions avec celles de GIUSTI (1970) chez la
moule adulte. Cet auteur décrit deux types de cellules intestinales ; des cel-
lules muqueuses et des cellules ciliées secrétant une substance de nature pro-
téique. I1 n'observe aucune activité digestive dans cette partie du tractus
digestif.

6. Cellules de type amoebocytaire. Cellules mésenchymatevses.

Chez les jeunes stades larvaires, 11 y a trés peu de celiules
solitaires dans les espaces interstitiels (P1 30, fig. C). On observe des
cellules accolées a 1'épithélium du manteau. On les retrouve groupées autour
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de 1'intestin a la métamorphose. Elles sembleraient étre @ 1'origine du tissu
rénopéricardique

Des cellules de type amoebccytaires, trés petites (1 & 3 y) appa-
raissent en faibie quantité & 1a métamorphose. Certaines sont accolées a la
glande digestive et se chargent en 1ipides (P1. 28, fig. D). D'autres s'insi-
nuent entre les feuillets des Tobes du manteau. Ces cellules sont vraisembla-
blement & 1'origine du tissu conjonctif selon HERLIN-HOUTTEVILLE (1974},
YONGE (1926), MARTOJA (1964) leur attribuent un rdle dans la digestion. Elles
seraient capables de s'insinuer entre les cellules de 1'épithé&lium digestif
pour phagocyter les petites particuies nutritives. Nous n avons pas observer
un tel phénoméne chez la larve de moule

D. ESSAIS DE RECHERCHES ENZYMATIQUES.
1. Priveipe.

Les méthodes de mise en évidence d activités enzymatiques tradi-
tionnelles sont difficiiement applicablies aux larves de Pélécypodes. Ces tech-
niques histochimiques ou biochimiques ne permettent de révéler ou de mesurer

qu'une seule activité enzymatique @ la fois, sur des quantités assez impor-
tantes de tissus, incompatibles avec notre matériel

Nous avons employé une microméthode d analyse mise au point par
PLANTEVIN et NARDON (1972) sur les tissus d'insectes. Cette méthode permet de
réaliser des observations préiiminaires & partir de quelques centaines de lar-

ves. 11 est possible de révéler plusieurs activités @ la fois, ainsi que
d'apprécier divers degrés d'intensité des réactions observées

Le principe consiste a hydroliser un substrat par son enzyme spéci-

fique contenue dans le broyat de tissus a analyser et de revéler par une réac-
tion colorée.




2. Mazériel et méthcde.

Le, dispositif consiste en une bande de papier spécial incluse
entre deux feuilles de matiére plastique. La feuille inférieure est blan-
che et opaque, Ta supérieure est transparente La soudure des deux bandes
de plastique & travers le papier détermine la formation de capiliaires plats
de 0,4 ml de voiume. Il peut etre rempii grace a deux orifices ouverts a
chaque extrémité. L'ensembie de dix capiilaires représente une plaquette
de 55 mm X 160 mm.

En ce gui concerne ies activités ! a 20 nous avons utilisé des
plaguettes prétes a 1'emplol fournies par 1'Institut National des Sciences
Appliquées de LYON. Pour les activités 21 et 22, nous avons utiiisé des
plaquettes vierges que nous avons préparées.

Les substrats d'enzymes sont répartis @& la micropipette de pré-
cision, en solution dans le méthanol. Les guantités de substrat utilisées
sont reportées dans le tableau %

Les plaquettes sont conservées au froid Aprés 24 heures, le
méthanol est évaporé.

Les tissus & étudier sont dislogués aux ultra-sons dans 2 ml de
tampon HC1 a ph 7,5 pour les activités 1 a 14 et 21, & pH 7 pour 20 et
a pH 5,4, tampon citrate, pour 17 & 19

200 & 300 larves suffisent pour détecter toutes les activités
Des morceaux de glande digestive et de tige cristalline de moule adulte
ont été traitées de la méme fagon, aprés dissection dans | eau de mer et
ringage.

Le broyat est réparti a la pipette pasteur dans les capiilaires.
Les plaquettes sont incubées & 30" pendant 12 & 18 heures dans une enceinte
saturée en vapeurs d'eau. (1). Les substrats sont relévés par une soiution
de diazobleu a 1/2.000 pour les activités 1 a 19, par la solution de Lugo!l
pour 20 et par la Phénolsulfanephtaliéine a 0,04 % ou le thymol-sulfanephta-
1é9ne a 0,04 % pour 21

- - ] - - -

(1) Nous remercions MM. NARDON et PLANTEVIN pour nous avoir permis d'utiliser leur
microméthode d'analyse et pour nous avoir fournis des plaguettes.
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DETECTION DES ACTIVITES ENZYMOLOGIQUES A L'AIDE D'UNE MICROMETHODE

Nos Substrats 7 Quantité Enzymes
1  Naphtyl phosphate 170 50 pl | Phosphatases alca-
lines
2 3 Naphtyl acétate 1%6 30 pl | Aliestérases
3 @ Naphtyl butyrate 170 20 Pl\
4 g Naphtyl lauraté (s 30 pl
5 g Naphtyl palmitate 1Zo 30 pl
6 g Naphtyl stéarate 17 ¢ 40 pl
/ Lipases
7 @ Naphtyl nonanoate 170 30 Pl
8 @ Naphtyl myristate 1% 30 Fl i
)
9 p Naphtyl caprylate 1% 40 Fl }
10 DL Alanyl@ naphthylamide 1% 30 pl }
11 L Leucyl ﬁlnaphtylamide 1 Zo 30 pl } Aminopeptidases
12 Valine p naphtylamide 1Za 30 ul i
13 N Benzoil DL arginine @ naphtylamide 1% 30 p1:5 Trypsine
14 N 2 phénylalanine 17 30 Pl Chymotrypsine
15-6 Bromo 2 naphtol ( D galactopyranoside 1% 50 pl Galactosidase
16 Naphtol ASBI & D glucosaminide 1%o 20 Pl Glucosaminidase
1.7 b " glucuronide 1Ze 40 pl Glucuronidase
18-6 Bromo 2 naphtyl @ D glucopyrancside 1% 40 Fl Gluccsidase
19 Naphtyl acide phosphate 1 % 50 pl Phosphaytases
acides
20 Amidon Sigma 50 Pl Amylase
21 Carboxy méthyl cellulose 50 Fl Cellulose
22  Témoin

TABLEAU 8
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Pour Ta recherche des amy'ases des témoins a la salive et des des-
tructions par la chaleur ont été effectuées. Les détections ont été tripiées

3. Résultats ev discus8sich.

Dés 1'ovocyte toutes les activités enzymatiques testées sont en
place & 1'exception des enzymes lipolitiques (jaurate, paimitate, myristate)
qui se développent aprés la métamorphose, et & 1'exception de |‘amylase qui se

développe en cours de vie pellagique. (Tab'eaun 9)

La richesse enzymatique de 1 ovocyte permet de comprendre ‘a dif-
férenciation précoce des tissus du tractus digestif et son fonctionnement
48 heures aprés la fécondation.

L'amylase qui n est décelable que 8 jours aprés la fécondation

pourrait correspondre a une enzyme adaptative résultant de la nutrition a
base de phytoplancton riche en amidon.

Cette méthode ne nous a pas permis de déceler la celliulase bien
que cette enzyme ait &té mise en évidence chez la moule par NEWELL (1953).

Nous avons recherché avec cette méthode une éventuelle activité
cyclique enzymatique en incubant toutes les deux heures pendant 24 heures des
broyats de 200 larves provenant d un méme élevage. Ces larves &taient a jeun
depuis trois jours précédant |'expérience. Elles ont été nourries a la 4e
heure de 1'expérience

Nous n‘avons pas pu mettre en évidence de variation d'intensités
colorimétriques des substrats révélés. Ii ne semble pas qu 11 y ait d'activite
cyclique enzymatique chez la larve.
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Ovocytg Gas-Larve | Larve|Larve| HP TC
Substrats _mon Ltrul 4sh. | 8. méta-

fécondé morph} adulte

1 Naphtyl phosphate - + v + - + &
2 L acétate + + - + 3 + +
3 s butyrate - ¥ + - + + +
4 " laurate - , - - - - + +
5 W palmitate - | = = = - 4 +
6 4 stéarate - - - = = L 2
7 it nonanoate + + + + + + &
8 i myristate - - = — = ? +
9 . caprilate + + + + + 4 +
10 DL Alanyl naphthylamide + + + - + + +
i1 L Leucyl i + - + + + + +
12 Valine e - - + + + + +
13 N Benzoil DL arginine " - - - - = - _
14 1 phénylalanine " + + + + + ¥ i~
15-6 Bromo D naphtol D galactopyrano- + + - + + + =

side

16 Naphtol ASBI D glucosaminide - - - + + + +
17 % = glucoronide - + + + + + +
18-6 Bromo 2 naphtyl D glucopyranoside + + - + - - +
19 Naphtyl acide phosphate + + + + + + -
20 Amidon - - = + + + %
21 Carboxy méthyl cellulose - - - - ? ? ?
22 Témoin e = = s = - a

TABLEAU S
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F. PRISE DE NOURRITURE.
1. Capture,

Les auteurs considérent que ce sont 'es cils velaires qui captent
et dirigent les particules vers la bouche

L'emploi de suspensions concentrées de petites algues unicellu-
laires, Chioreiles, ou du graphite col’oida! (aquadag) nous a permis d'cbser-
ver les phénoménes de capture et de tri des particules par la ‘arve.

La capture est due aux mouvements des grands cils du velum. Ils
créent des courants d eau sou: forme d'ondes qui arrivent sur la gouttiére
vélaire. Les particules sont alors engluées dans un film muqueux qui se dé-
roule sous 1 action des battements des cils de la gouttiére vers la bouche.

Le tapis du mucus et de particuies est dirigé par les ci1ls oraux
dans la lumiére de 1 oesophage. Ce boudin muqueux s enrcule autour de 1'ex-
trémité distale de ia tige cristaliine qui dissocie les particules ou les
sépare du mucus en les mé:angeant au centenu stomacal

Si la larve est en état de réplétion stcmacale, le cerdon muqueux
est écarté de chaque coté du palpe ora! La larve traine un filament muqueux
qui se rompt sous !a charge.

Trés souvent, on observe des chapeiets de Tarves qui tournent en
nageant dans les élevages. La Tarve de tete est locomotrice La larve attelée
est colée par son velum chargé en mucus a 'a coquille de la larve précédente

2. Tri des particiles

Trés peu de travaux concernent le choix des particuies par les
larves. LOOSANOFF et al (1953) trouvent chez Mercenaria mercenaria une sélec-
tion qualitative et quantitative de la nourriture. Les larves nourries avec
un mélange de Porphyridiwn (3 u} et Chiamydorcras (10 u) rejettent les pre-

¥
miers pour seulement ingérer les seconds
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Toutes les particuies que ncus avons testées chez Mytilus galiopro-
vincialis, inférieures a 10 p, ont été ingérées par la larve. Des mélanges de
globules rouges/tetraseimis ou de monochrysis (marrons; / tetraseimis (verts)
n'ont pas permis de metire en évidence une sélection La glande digestive prend
immédiatement aprés 1'ingestion un aspect mosaique bicoliore qui devient unice-
lore aprés quelques minutes par le méiange des pigments.

L'hypothése du "tri particulaire" suppose la présence de chémorep-
teurs velaires ou oraux et elle est en contradiction avec 1 aspect mécanique
de T1a capture que nous avons observé

La seule sélection que nous ayons observée est un calibrage des
particules en relation avec le diamétre de la bouche.

3. Prchbiémes des élémente dissous.

Les travaux effectués par PEQUIGNAT (1973). ont montré que les
moules adultes concentraient, absorbaient et utilisaient les acides aminés
dissous dans 1'eau de mer

Au cours d'une manipulation, nous avons observé que les Tarves de
moules concentraient activement de 'a leucine tritiée (Pi1. 14 fig A)

Une étude en microscopie €lectrenique nous a montré que les
jeunes véligéres absorbaient par les épithéliums de surface de la ferritine
en suspension dans 1'eau de mer. (P1 26, fig. B)

Le phénoméne observé chez les adultes semble exister chez les
larves

4. Taux dz filtraticH.

Si les travaux concernant ia filtration des bivalves adultes sont
abondants et souvant contradictoires ceux concernant les larves sont beaticoup
moins nombreux.

JORGENSEN (1943), WALNE (1956) ont estimé que le taux de filtration
des larves d'Ostrea edulis variait entre 0.43 et 0,65 ml/larve/jour.
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WALNE a calculé une capture de 395-600 cel'ules/larve/heure pour
Ostrea edniie de 178 p dc 10n9 et de 916-1517c¢/1/h pour une iongueur de 219 .
Cet auteur estime qué 13 3 45 % de 'a ncurriture est assimilée. GABBOTT et |
HOLLAND (1973) utilisant une microméthode d analyse biochimique pour évaluer
les bitans énergétiques trouvent que 50 & 80 % de 'a nourriture sont utilisés.

BAYNE {1965) a décel& chez Mytzius edu.1s une augmentation du taux
de filtration proporticnnei'e & Ta croissance et @ ! élévation de température.
Mais ce taux est indépendant. pour une taiile dennée, de 'a concentration en
algues. 11 varie de 0,1 @ 0,6 mi/'/J

Nous avons observé que la filtration semble continue, mais son
intensité est trés variable Une "arve maintenue & Jelun pendant plusieurs
jours, puis ncurrit, emplit son estomac en quelques secondes, ia nourriture est
accumuiée jusqu'a !'anus : ¢ est la phase de réplétion. On observe ensuite,
un ralentissement des mouvements ciliaires, velaires et stomacaux. Les
particuies sont rejetées par ie paipe oral dans le cordon mugueux. Lorsque
la digestion @ commencé, de nouvelles particules sont 1ngérées. L'aiimen-
tation est aiors continue et véguiée par ia vitesse de digestion. Celle-ci
peut etre appréciée par le calcul du temps de défécation qui varie de
5a 20 mn aprés !'ingestion.

MAPSTONE (1970) étabiit une re'ation entre le temps de défécation
et 1a digestibilité d'un aliment chez l1a larve de Nassarius reticulatus.
Cet auteur mentre que les particuies de faible va'eur nutritive sont trés
vite rejetées par ie tube digestif alors que 1 ingest on d aigues unicel-
Tulaires est suivie par une defécation pius tardive. 11 existe donc pour ce
fourrage une rétention stomaca'e plus longue

5. Mouvementg du bol alimentaire

a) Fonctionnement de la tige cristalline

Chez 1a 'arve d'Cetrea edwniis, MILLAR (1955) cbserve une rotation
de 80 tours par minute.

Chez ia larve de Myc:.us gal!l-provincialis NOUS avons constaté que
ie nombre de tours est trés variabie, parfois nul. ce qui peut correspondre a
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la phase de aissolution du stylet. re plus souvent 'e nombre de tours varie
de 20 3 50 par minute

La rotation du styiet brasse le contenu stomaca' en mélangeant
le bol alimenta re aver les produtts d excrétions de '& glande digestive et
avec les enzymes qu e le 'ibére Cette rotation contre le bouclier gastrique
provoque | éc’atement aes cellu'es végétales, délaminant T parol cellulosi-
que en laniéres gqui sont enrcu/@es en peiotes, éliminées dans les féceés (P1.28,
flg. €}

b) Contractions au niveau de Ta g'ande digestive.

Chez la Jeune larve nous n avons pas cobservé de centractions auto-
nomes de ia giande digestive gui ne présente pas de structures musculaires
propres. Ma's ia Tarve est sguvent arimée de contractions spasmediques qui
font se rétracter le ve'um entre e: valves, ce qui a pour effet de presser
la glande digestive et de permetire au bo' a imentaire d aller et venir entre
1'estomac et ia glande

Par contre, aprés la métamorphose ngus avons observé des contrac-
tions rythmiques de "a g ande digest ve qui font passer le bo' alimentaire
successivement de la poche stomacs e dans chacun des deux lobes de la giande
digestive MILLAR {1955} a cbservé ce type de contractions chez la larve
d'Ostrea edui:s, par contre BAYNE ne 'es & pas décelées chez Myrilue edulis.
Ces contractions sont & mettre en reaticn avec le déve ! cppement d'un fais-
ceau de fibres musculaires autcur de ‘s glande digestive aprés la métamor-
phose. (Pi.29, fig B8,

F. DISCUSSICN,

Cette étude sommatire sur 'e comportement alimentaire de la larve
sur 1'anatomie et la cyto'cgie de | appareii digestif ainsi que sur Tes poten-
tialités enzymatiques de 'a ‘'arve de mou'e montre que des les premiers jours
de son déveioppement, el'e posséde un gprarel! digestif assez comparable a
celui de 1 adulte, mais miniaturisé, capabie de performances enzymatiques trés
voisines
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La capture des particules, qui chez 1'adulte est le fait des mouve-
ments ciliaires des branchies et des palpes labiaux est due chez la larve aux
courants provoqués par les cils du velum et du palpe oral. Les particules
adhérent & un film muqueux produit par l1a gouttiére ciliaire. Ce film est ingur-
gité par la bouche ou bien rejeté par le palpe oral selon 1'€tat de répletion
du tractus. La capture apparait donc étre essentiellement un phénoméne mécanique
laissant supposer la possibilité d'ingestion de divers types de particules (al-
gues ou agrégats de matiéres organiques). Le facteur Timitant est le calibrage
des particules conditionné par le diamétre de la bouche.

L'aspect mécanique de la digestion consiste en une trituration due
d 1'action combinée de 1a tige cristalline et du bouclier gastrique du bol ali-
mentaire qui est dissocié et mélangé aux enzymes. La présence de cellules diges-
tives vacuolisées et de cellules secrétrices laissent supposer une activité de
la glande digestive comparable @ celle observée chez les Pélécypodes adultes.
La digestion consiste en une absorption par pinocytose des produits broyés et
hydrolisés dans Ta lumiére stomacale. Les nutriments sont digérés par voie
intracellulaire dans des vacuoles digestives. Cette digestion se manifeste par
la formation d'un globule lipidique qui semble s'évacuer par exocytose basale
dans le milieu intérieur de la larve ou bien étre repris par des amoebocytes.
Une forte absorption semble aussi avoir lieu au niveau de T'instestin qui se
charge en globule lipidique. Les déchets intracellulaires semblent rejetés par
désintégration de 1a cellule digestive. Les vacucles digestives 1ibérées sont
ainsi mélangées au bol alimentaire et doivent participer @ la digestion extra-
cellulaire en complétant 1'action des enzymes de la tige cristalline et des
cellules secrétrices (OWEN, 1970 - PAL, 1972). L'ultrastructure des cellules
secrétrices n'a pu étre abordée. La petite taille et le faible nombre de ces
cellules ne permet pas de leur attribuer un rdle important dans la secrétion

d'enzymes chez la larve.

OWEN (1972) attribue une fonction hétérophagique & la cellule di-
gestive. Selon cet auteur les vacuoles sont des phagosomes et des lysosomes.
Cependant le rdle de chaque vacuole, la dynamique de fonctionnement n'ont pas
été démontrés. D'autre part, le destin des produits hydrolysés, Te "turn-over"
et la filiation cellulaire, le rapport entre cellules secrétrices et cellules
digestives restent encore & préciser.

I1 apparait donc que 1a larve de moule ainsi que la post-larve
constituent un matériel intéressant pour étudier ces phénoménes de la diges-

tion chez les Pélécypodes.



CHAPITRE IV

LE REGIME ALIMENTAIRE DES LARVES - NUTRITION ARTIFICIELLE

A. INTRODUCTION.

Les Pélécypodes sont des moliusques filtrants, microphages se
nourrissant essentiellement de particules en suspension dans 1'eau de mer.
En fait, on ne sait toujours pas, aprés plus d'un siécle de recherche, quel
est exactement le régime alimentaire des mollusques, malgré les nombreux
travaux qui y ont &té consacrés. RAIMBAULT en a effectué la revue en 1966.
On peut encore accepter la confession de GALTSOFF (1942) a propos des hui-
tres : "At present we must confess our ignorance of the principles of
mollusk nutrition and consequently our inhability to suggest a practical
solution of the problem of forced feeding and production of fat oysters at
will".

L'intérét économique que représente une production industrielle
de naissain de bivalves comestibles a conduit de nombreux chercheurs & s'in-
téresser & la mise au point de régimes alimentaires pour élever artificiel-
lement des mollusques et améliorer la qualité marchande des produits. Cepen-

dant aucun aliment de synthése n'a pu étre mis au point.

Les particules susceptibles d'é@tre capturées par les P&lécypodes

ou par leurs larves doivent répondre & une exigence principale, Teur taille
doit étre inférieure a 10 microns.
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Dans la gamme des éléments inférieurs a 10 joen suspension dans
1'eau de mer on trouve :
- des substances organiques dissoutes ou colloidales
- des particules organiques ou inorganiques détritiques
- des particules organiques vivantes : zooplancton, phytoplanc-
ton, bactéries.

Les Pélécypodes ont longtemps été considérés comme des "phytoplanc-
tonophages exclusifs", donc comme "herbivores" (YONGE, 1926). Cette affirmation
repose essentiellement sur des considérations enzymologiques.

L'amylase est 1'enzyme quantitativement primordiale chez les bi-
valves. YONGE en déduit qu'ils doivent donc se nourrir essentiellement d'or-
ganismes susceptibles de fournir des hydrates de carbone dégradables par
1'amylase, c'est-a-dire du phytoplancton. Toutefois, i1 ne semble pas que
certaines espéces se nourrissent uniquement de phytoplancton. En effet, de
nombreux Pé&lécypodes sont détritivores vivant dans des zones ol Te phyto-
plancton est peu abondant ou quelquefois absent (slikke des baies peu ouver-
tes, zones portuaires).

Les moules, par exemple, ont une croissance trés rapide dans les
ports ol les matiéres organiques dissoutes ou figurées et les bactéries abon-
dent. (POUVREAU, 1974).

Les coques (Cerastoderma edule et Cerastoderma glaucum) vivent
dans le sable vaseux des slikkes et peuvent étre élevés dans de bonnes con-
ditions en les nourrissant avec les aliments uniquement artificiels.
(GIMAZANE, 1971).

La majorité des travaux sur 1'alimentation contrdlée a consisté
a nourrir les larves et le naissain de bivalves avec des algues unicellulai-
res vivantes cultivées intensément en volumes clos, plus ou moins contrdlés.

Les premiers travaux de COLE (1937-1938) lancérent les prémices
de 1a conchyliculture expérimentale. '

Les recherches entreprises depuis & MILFORD aux Etats-Unis et a
CONWAY en Grande-Bretagne sont @ 1'origine du développement considérable
que connait 1'aquaculture au cours de cette décennie. '



B - RAPPELS DES TRAVAUX ANTERIEURS. ™ o %

1. Algues unicellulaires vivantes de culture.

COLE (1937) obtient le premier, du naissain d'huitre en bassin clos
et 34 une échelle commerciale, en &levant des larves dans des bassins alimentés
en eau de mer enrichie de sels nutritifs pour faire proliférer le phytoplancton

naturel,"blooming".

BRUCE et al. (1939) sont les précurseurs de la conchyliculture expé-
rimentale en laboratoire. I1s &lévent les larves dans une eau de mer filtrée et
les nourrissent avec du phytoplancton cultivé mais de nature inconnue.

IMAT (1949-1950) obtient du naissain en nourrissant dans de grands
volumes extérieurs des larves avec des flagelles de type Morae. Ce zooflagellé
n'est cependant pas utilisé par Gragsostrea virginica (DAVIS 1950). Des essais,
avec un autre protozoaire, le Bodo:. par WALNE (1956) sur les larves d'Ostrea
s'avérent négatifs. '

DAVIS (1950), puis WALNE (1963) testent diverses souches de
chlorelles pour &lever Crassogtieaou Ostrea, mais ces souches sont toxiques
surtout pour les premiers stades du développement. Par contre, Mercenaria
mercenaria Se développe bien & 1'aide de chiorelles (LOOSANOFF et MARAK,
1951),(DAVIS et GUILLARD 1958). Cependant, une concentration trop forte est
toxique.

Les recherches de DAVIS et GUILLARD (1958), WALNE (1966), DAVIS
et UKELESS -(1961), DAVIS et CALABRESE (1964), BAYNE (1965) sont les contri-
butions majeures qui ont permis de sélectionner certaines souches d'algues
utilisées depuis couramment de part le monde dans les nombreux Taboratoires
de recherche conchylicole ou dans les écloseries industrielles.

Les régimes alimentaires sont cependant différents selon les
espéces de mollusques élevés.

Le clam américain, Mercenaria mercenaria Se développe bien avec
Chlorococcus, Isochryeis OU Monochrysis seuls. Un mélange entraine une meil-
leure croissance. Une trés bonne ration consiste a mélanger Isochrysis
Monoehrysis, Dunaliella et Platymonas. DAVIS et GUILLARD (1958) ajoutent
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deux algues & paroi épaisse Chlamydomonas et Phaeodactylum.

L'huitre creuse américaine Crassostren virginica apprécie essen-
tiellement Isochrysis et Monochrysis. De nombreuses espéces Tui sont toxiques :
Prymnesium, Chlamydomonas, ou de faible valeur nutritive : Dunaliella, Platy-

monas, Cyclotella, Phaeodactylum.

WALNE (1963, 1970) travaille plus particuliérement le développe-
ment et 1'@levage de 1'huitre plate Ostrea edulie et montre que Monochrysis
apparait le meilleur aliment mais que sa valeur nutritive est variable selon
Tes couvées.

BAYNE (1965) obtient des résultats superposables pour Mytilus
edulis. Monochrysis ou Isochrysis seuls ou ensemble permettent le meilleur
développement et la croissance la plus rapide.

IT résulte de 1'ensemble de ces travaux que les algues ne pré-
sentent pas toutes la méme valeur nutritive pour les larves de bivalves.
Les algues nageantes, sans paroi cellulaire épaisse, petites (2 a 5 y),
produisant peu ou pas de métabolites toxiques, sont les meilleurs aliments.

WALNE (1966), UKELESS (1969), CALABRESE et DAVIS (1961), BAYNE
(1965), LEROUX (1974) montrent par ailleurs que des mélanges d'algues per-
mettent une croissance supérieure @ celle obtenue avec une alimentation
unialgale.

LEROUX (1974) obtient une meilleur croissance des larves de
Mytilus edulis en ajoutant a une souche de bonne valeur nutritive (Mono-
ehrysig) une souche de valeur nutritive nulle (.wiora/.

Ces travaux ont permis de réaliser 1'alimentation de n'importe
quelle espéce de mollusque en laboratoire, la sélection de telle ou telle
espéce d'algue est empirique et 1ié aux disponibilités en souches des algo-
théques des laboratoires d'algologie. Les algues utilisées en &closerie ne
correspondent pas toujours aux algues accompagnatrices des bancs de mollus-
ques naturels, notamment dans les stations de captage de naissain (PAULMIER,
1972).
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2. Aliments artificiels.

Si certaines souches d'algues distribuées vivantes dans les éleva-
ges de larves de mollusques permettent un bon développement, i1 n'en reste
pas moins que la production intensive de ces algues nécessite une technologie
compliquée, proche de 1a bactériologie couteuse en matériel et temps de tra-
vail. Certaines souches d'algues sont difficiles @ cultiver. La disponibilité
permanente de grande quantité d'algues vivantes de bonne qualité est sujet a
trop d'aléas pour permettre une planification des élevages

Ces raisons ont conduit plusieurs auteurs a essayé de mettre au
point une nourriture facilement stockable et de prix de revient minimum.

En 1950, DAVIS essaie sans succés d'élever des larves de Crassos—
trea virginica avec de la levure, du glucose et des détritus.

LOOSANOFF, MILLER et SMITH (1950) obtiennent une croissance
faible, accompagnée d'une trés forte mortalité, en mourrissant Mercenaria
mercenaria avec des détritus prélevés dans le milieu marin.

CARRIKER (1961) réussit a élever des larves de Mercenaria jusqu'a
la métamorphose avec des extraits de céréales.

HIDU et UKELESS (1964) obtiennent de trés bons résultats avec
Mercenaria en employant des algues unicellulaires séchées ou lyophilisées
mais les résultats sont mauvais avec Crassostrea virginica.

CHANLEY et NORMANDIN (1967) testent une trentaine d'aliments divers
sur Mercenaria. 11s obtiennent une croissance normale et un taux de mortalité
raisonnable en nourrissant les larves avec des ulves broyées fraiches distri-
buées en suspension.

CLAUS et ADLER (1970) prétendent obtenir une croissance compara-
ble, voire supérieure des larves, du naissain et des juvéniles de Crassostrea
avec des globules rouges tannés de vertébres.
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La liste des travaux concernant une nourriture artificielle est

assez restreinte comparée & celle des nombreuses publications sur les algues
vivantes.

La majorité des travaux concern=nt le clam ou 1'huitre américaine,
aucun ne porte sur 1'huitre plate ou Ta moule.

C. RECHERCHES PERSONNELLES.

Nos expériences ont été réalisées depuis décembre 1972 jusqu'a
décembre 1974.

Cette étude a porté exclusivement sur la nutrition de larves de
Mytilus galloprovineialig. L'origine des géniteurs sera précisée pour chaque
expérience. Les conditions d'élevage ont &té autant que possible standardisées
selon les protocoles et les normes décrits au chapitre I.

1. Aliments étudiés.
a) Algues unicellulaires de culture.

Les algues unicellulaires vivantes nous ont permis d'effectuer
des &levages témoins. Nous avons essentiellement utilisé Monochrysis lutheri,
Tetraselmis suecica €t Chlorella sp. Si la plupart des chlorelles sont to-
xiques, la souche que nous avons employée et qui nous a &té fournie par le
Centre Océanologique de Bretagne s'est avérée de bonne qualité nutritive aussi
bien pour les larves de moules, que pour celles d'huitres ou de crépidules
que nous avons par ailleurs élevées. Cette algue de petite taille (2 a 3 P)
se cultive trés bien et permet d'atteindre des densités remarquables supé-
rieures & 50 millions par ml en culture continue.

b) Aliments artificiels.

Définition : Nous qualifierons d'aliments artificiels
toute particule susceptible d'étre produite en grande quantité, conditionnée,
stockable, capable d'assurer le développement larvaire et qui ne soit pas du
phytoplancton vivant.
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Notre choix a porté sur des aliments déja testés sur d'autres
espéces par les auteurs cités. Ces aliments doivent étre si possible courants,
de prix de revient minimum et nécessiter Te moins de traitement préalable.

Aliments solubles ou collo¥daux.

1 - Bouillons : bouillons de viandes du commerce selon CHANLEY et
NORMANDIN (1967). Un cube est dissout dans 400 ml d'eau dis-
tillée une heure et mélangé a 400 ml d'eau de mer stérile pour

étre distribué a raison de 0,5 ml par litre d'élevage.

e B e

- T e - ——

bué 3 raison de 0,03 ml par Titre selon CHANLEY et NORMANDIN
(1967).

d'eau, filtré et distribué & 1a dilutionde 0,5 mi par litre
d'eau d'élevage.

stérile (0,5 ml par litre).

Aliments particulaires.

grossiérement, affinés aux ultra-sons en particules de 5 &

15 P’ distribués a raison de 100 par F] d'eau d'élevage.

- - - - -

(1) Nous remercions vivement Monsieur le Professeur JACQUET (Laboratoire de
Microbiologie - Université de CAEN) qui nous a fourni les échantillons de

spiruline.
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d'unités cellulaires de 10 u de diamétre, facilement dissocia-
bles aux ultra-sons. Ces pgrticules sont trés riches en pro-
téines (69 %) et en vitamines Leur composition chimique ainsi
que la flore et la faune d'accompagnement sont parfaitement
connues (SAUVAGEOT, 1974)

des fermenteurs industriels sur fuels lourds. Ces levures sont
disloquées aux ultra-sons en particules de 1 & 5 p distribuées
a raison-de 100 par ul. Sa composition chimique et la flore
d'accompagnement sont connues (SAUVAGEOT, 1974).

de mer stérile en particule de 1 & 15 u. 100 particuies sont
distribués par ul d'eau d'élevage.

Phytoplancton congelé, séché ou lyophilisé. Les algues unicel-

e

lulaires sont cultivées selon la méthode décrite au chapitre I.
Elles sont centrifugées pendant 30 mn & 5000 tours par mn.

Le culot est congelé @ - 30 C. Nous avons stocké ainsi du
Moncchrystie luthert, du Tetraseilmis suecica et du Chlorella sp.
Plusieurs grammes des deux premieres espéces ont &té soumises

a la Cryodessication dans un lyophilisateur Sérail. Un échantil-
len de Tetraselmis suecica !yophilisé nous a été fourni par le
Centre Océanologique de Bretagne Une algue d eau douce, le
Scenedesmus, a été traité par iyophjiwsation aprés culture sur

milieu de "Lefebvre".

Les algues avant d'étre distribuées en suspension de 100 par

-

F] d'élevage sont réhydratées dans 1 eau de mer stérile.

-

cultivées sur milieu 1iquide. Nous avons testés des souches de
Streptococcus, Pseudomovias, Micrococcus, Serratia, Escherichia
et une souche d'eau de mer iso'ée par PRIEUR (1974), non patho-
géne pour les larves. Les bactéries sont distribuées soit vivan-

tes, soit tuées & la chaleur aprés comptage au microscope & con-
traste de phase.
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Le sang est hépariné, centrifugé pour €iiminer le sérum.

Les globules sont lavés et tannés par une solution d‘acide
tannique a 0,1 %. Les globules rouges ainsi traités forment
des particules de 3 @ 8 u qu1 restent en suspension dans 1'eau
de mer. J

organismes, de nature inconnue, séchés, capables de revivis-
cence en eau douce.

forme de paiiilettes de queiques mm2. 1les se délitent faci-
iement dans 1'eau en particules de 1 a 5 U, aux ultra-sons.
L'aliment est composé de farine de pofssohs, d oeufs divers,
de larves, d'insectes, de crustacés, de vitamines. La compo-
sition est de 6,5 % d'azote, 36,8 % de carbone et 5,7 %
d'hydrogéne (GUERIN, 1971).

10 - Kaolin imbibé d'extrait de Terraselmis suecica- Des particules
de kaolin de 1 & 15 ! sont agitées dans un homogénéisat de
Tetraselmie suecica. L'extrait est absorbé par le kaolin qui

devient vert.
2. Capture - Toxicité.
a) Définition et méthodes.
Une particule alimentaire doit étre capturée, ingérée, assimilée.
Elle ne doit pas étre toxique et doit permettre la survie, la croissance et la

métamorphose de la larve.

Les caractéres permettant d'étudier !'acceptabilité d'une particule
par une larve sont :



= Thes

- le controle au microscope de la capture de la particuie et de son
admission dans | estomac de la larve

- 1'observation de la coloration de la glande digestive en fonction
de la couleur de !'aliment fourni. Ainsi des larves nourries avec
des globules sanguins présentent une glande digestive colorée en
rouge en quelques minutes, des larves nourries avec des spirulines
ont une glande Ocre, avec du Teiraseimiz, elle est verte. La colo-
ration de la glande laisse supposer la digestion et i‘assimilation

des produits ingérés

- 1'estimation de la toxicité par le taux de morta’ité. La toxicite
d'une particule peut étre due a des métabolites 1ibérés dans 1'eau
ou a une modification chimique du miiteu par Ta prolifération d'une
flore bactérienne accompagnatrice En général, une toxicité est

décelable dans les 48 heures.

- certaines particules bien qu ingérées ne sont pas attaquées par
ies enzymes stomacales et peuvent provequer des occlusions intes-
tinales mortelles

Nous quantifierons la valeur nutritive d'un aliment en déterminant
le pourcentage de survie, le pourcentage des divers stades larvaires observés
en fonction du temps et le pourcentage de métamorphoses. La croissance de la
coquille sera aussi estimée avec toute ies réserves formulées au chapitre I

Ces observations seront constamment comparées a ce'les de deux lots témoins :
un Tot @ jedn et un lot nourri avec un mélange de phytoplancton vivant.

Plus simplement, un bon aliment permettra d'atteindre un taux maxi-
mum de métamorphoses, un mauvais aliment ne permettra pas une survie supérieure
d celle d'animaux a jeun-

b) Résultats.

La majorité des particules testées sont 1ngérées par les larves de
moules dés les premiers stades D.

Tous les aliments sous forme iiquide se sont avérés néfastes. Ces
aliments enrichissent le milieu en @léments favorisant ‘e développement des
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bactéries et ceci malgré 1'adjonction d antibiotiques. On note; trés vite les

symptomes d'une atteinte bactérienne des larves : ralentissement des mouvements
ciliaires, nécrose vélaire, mort et envah'ssement par des ciliés saprophytes.

Sont aussi a écarter ies substances coiloidaies comme ‘es jaunes d'oeufs qui

entrainent Tes mémes effets.

L'infusii et le kac!in provoquent des occiusions stomacales et intes-
tinales mortelles.

Tous les autres aliments testés ont &té capturés, ingérés et assimi-
1és par les larves dés le stade D de “eur déveioppement Les tests d'accepta-
biTité et de toxicité ont été effectués sur des périodes de 8 jours.

]

Dans le tableau n” 10, nous avons récapitu!é ' acceptabilité des
aliments artificiels étudiés par divers auteurs et nous-memes sur des larves

de Pélécypodes. Un aliment accepté est noté {+),un aliment toxique est noté (-)

3. Croissarice et mortalité.
a) Larves témoins a Jein

- Des larves débarrassées de leur flore bactérienne par un séjour
de 48 H dans un mélange de 3 antibictiques & fortes doses (auréomycine 12 mg
par litre - pénicilliine 20.000 unités par 1itre - chicramphénicol 20 mg par
litre), ont été élevées sans nourriture dans de ' eau de mer filtrée a 0,2 s
contenue dans un flacon stérile fermé par un bouchon de coton cardé. La sur-
vie est de 15 jours. La croissance est nuile La moyenne des longueurs ne dé-
passe pas 120 i Les plus grandes tai'les individue!les atteignent 140 2 de
long. Le stade de la larve D n'est jamais dépassé.

- Des larves maintenues a jeun, mals élevées dans un bécher ouvert,
dans une eau de mer contenant 8 mg par Iitre de chlcramphénicol, ont eu une
survie plus ou moins longue selon les é@levages. Dans ‘e mei1lleur des cas cette
survie est de 50 jours. La moyenne des longueurs est de 152 P Les plus grandes
larves observées mesurant 180 pooLe stade de |a véligére 3 umbc a été atteint.
Nous n'avons pas observé de véligéres oeillées et par conséquent, aucune méta-

morphose.




Crassostrea

virginiea

HIDU et
UKELES
LAUS et
ADLER
1970

_‘
|

Détritus

b s

L, OOSANOFF |

Mercenaria mercenaria

1951

MT.

ARRIKER

al
v

[

1951

M.gallo|

HIDU et

UKELES
1964

RITCHIE

CHANLEY

NORMAND IN

1960

MASSON

Extrait de Pablum

B U B 6.7

+

Iscchyrists séché

-

e

Scenedesmus séché

Ulves séchées

Bouillon

Lait

Agar

Milieu pour culture
bactérienne

Amino acides

Amino acides + amidon

Extrait de riz

Extrait d'ulves séchées

Extrait d'Asteria

Extrait de Laminaire

Amidon de blé

Fucus séché

Mélange d'algues séchées
broyées

Mytilus séchée broyée

Levure

Ulve fraiche broyée

Ulve bouillie

e

Fucus frais broyé

Ascophyllum broyé

Molgula broyé

Spiruline séchée broyée

Infusil

Tétramarin

Kzolin

b

Vitellus d'oeuf

Globules rouges

Tetraselmis congelé

Monochrysis congelé

Chlorella congelée

Tetraselmis lyophilisé

Monochrysie lyophilisé

Bactéries

TABLEAU 10



T -

La différence de survie observée entre ces deux types d'expériences
peut s'expliquer par la présence de bactéries résistantes au chioramphénicol
qui se développent dans 1'@levage ouvert, et sont assimilées comme nutriment
par les larves.

b) Larves témoins nourries avec du phytoplancton vivant :

Un apport de 100 cellules par microlitre de Mcmochrysis, ou d'un
mélange Moncchrysis lutheri, Tetraselmie suecica, Chlcrelia sp, entraine
une croissance moyenne de la population larvaire seion trois phases, déja
observées par LE PENNEC et PRIEUR (1973) :

- une phase de 15 @ 30 jours, de faible croissance, 1a moyenne des
longueurs des coquilles passe de 90 p & 140 u

- une phase de 30 jours de croissance rapide ou "explosive".
La Tongueur moyenne passe de 130 M a 230 P

- une phase de ralentissement au moment de la métamorphose.

La premiére phase de croissance est semblable & celle observée
avec les larves a jeln. Elle correspond & 1 utilisation des réserves embryon-
naires (disparition des glcbules lipidiques), ains1 qu'd une activation de
la fonction de nutrition (organogénése du tractus digestif, apparition d'une

amylase).

La deuxiéme phase, ou phase de croissance est dépendante de la
nutrition, donc de la valeur nutritionnelle des aliments, les autres para-
métres (t°C, S°/.. densité lumiére) étant par ailleurs, optima.

La troisiéme phase, plus particuliérement &tudiée par BAYNE (1966)
correspond a la métamorphose. La larve ne s‘'alimentant plus, 1a nutrition
n'est donc pas, facteur primordial. Celui-ci, sembierait etre la fixation,
la larve recherchant activement un substrat.

Le taux normal de mortalité dans un éievage est une notion diffi-
cilement quantifiable. Les nombreux élevages que nous avons fait, et la biblio-
graphie consultée, bien que ne renfermant que peu de précisions sur ce sujet,
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montrent que 20 & 40 % de mortalité par rapport au nombre initial de larves D,
semble un objectif @ atteindre.

Le pourcentage de fixation, que nous avons observé dans les élevages
sains et convenablement nourris varie de 1 @ 35 %. La métamorphose des larves a
été atteinte entre 30 et 80 jours aprés la fécondation selon les &levages.

I1 est impossible d'établir une courbe témoin référentielle défini-
tive. I1 convient donc, pour chaque série expérimentale, d'élever simultanément
des larves avec du phytoplancton vivant et de maintenir des témoins a jeln.

c) Larves nourries avec des aliments artificiels depuis le stade D.

Les essais d'acceptabilité et de toxicité d'aliments artificiels
étudiés nous ont conduit & &liminer un certain nombre de produits. Nous avons
essentiellement testé des spirulines, des ulves fraiches broyées, du tétra-
marin, des globules rouges, des algues unicellulaires lyophilisées ou conge-
1ées.

lre série expérimentale :

- Protocole : 6 lots de larves D ont été élevés avec une distribution de 50
a 100 particules de spiruline par P1 d'élevage, sans adjonction d'antibio-
tiques. Les géniteurs étaient d'origine méditerranéenne (TOULON).

- Résultats : environ 17 % de la population larvaire dans les 6 lots a atteint
le début de métamorphose aprés 62 jours d'élevage. Les larves étaient dans
leur grande majorité umbonnées, 10 % étaient oeillées et environ 1 3@ 2 % au
stade de la pédivéligére. A partir du 60e jour, une pollution bactérienne
a détruit 1'élevage. Le témoin élevé avec du Monochrysis vivant a été atteint
parallélement par les germes.

2e série expérimentale (mai-juin 1973)

- Protocole : le méme que précédemment, mais a tous les élevages sont ajoutés
5 mg par litre d'auréomycine.

- Résultats : la métamorphose, puis la fixation des larves dans toutes les sé-
ries sont obtenues de fagon identique & partir du 35e jour.
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Le tableau suivant donne les résultats obtenus sur la croissance

larvaire dans cette série :

Nombre de jourJ

fprés 1§ Stade observé L en F Z du stade Z de mortalité
fécondation
5 larve D 110 u 30 7 (0 1 4
12 " 150 u 70 Z 0z
17 larves & umbo 170 u 60 7 10 Z
20 larves ceillées 200 u 40 7 20 7
25 pédivéligéres 210 u 40 7 30 7
30 métamorphose 230 u 5 7 80 %
35 fixation 250 u 1 % 90 %

3e série expérimentale (juin-juiilet 1973)

- Protocole :
rulines.

un premier lot de 2 béchers de 2 'itres est nourri avec des spi-

un deuxiéme lot de 2 béchers de 2 "itres est nourri avec un mé-

lange Monochrysis, Tetraselmis.

le troisiéme lot est a jeln.
L'élevage se fait en présence de chloramphénicol (8 mg par litre).
Les géniteurs sont originaires de TOULON.
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- Résultats :
Nombre de jours Spiruline Phytoplancton Larves 2 jelin
5 110 B 112 P 100 P
10 131 B 126 P 110 B
100 7 mortalité
16 134 B 133 P
21 141 P 145 F
27 148 152 p
| 157 163 P

Au 35e jour la mortalité était de 100 % dans tous les lots. La
fixation n'a pas été obtenue. 80 % des larves étaient umbonnées dans les
deux lots nourris. Quelques larves étaient oeillées (5 %) et mesuraient
180 & 200}1 de long.

4e série expérimentale (mar-avril 1974)

- Protocole : (5 lots de 3 béchers). Le premier lot est nourri avec du
Moncchrysie lutheri vivant. Le deuxiéme lot est maintenu & jedn. Le troi-
siéme 1ot est nourri de globules rouges tannés. Le quatriéme lot est
nourri de spirulines et le cinquiéme de Monochrysis lyophilisé. 8 mg de
chloramphénicol par litre ont été ajouté& a tous les élevages. Les géni-
teurs sont originaires de VIGO.




.

- Résultats :

Nombre de | Monochrysis A Yoo Globules fo . .. .o Monochrysis
jours vivant ] rouges PAFRAED lyophilisé
10 100 P 100}.1 100 - 100 5 100}.1
18 196)1 119,.1 136 p 159 p 147).1
25 252 e mort 136 P 160 B 147’.1
27 260 P mort 169 P 169}1
30 290 202 M 183 ).l

— fixation — -
39 mort 221 }.1
45 290}.1

Les expériences ont &té conduites jusqu'a la fixation ou jusqu'au
dépérissement.

Les larves des béchers d'un méme 1ot n'ont pas évolué de la méme
fagon. Ainsi, pour le Tot nourri avec du Monochrysis vivant, le bécher n® 1
qui présentait a 30 jours 60 % de mortalité, la majorité des larves était au
stade véligére oeillée, quelques-unes au stade de la pédivéligére. Le bécher
n® 2 a été abandonné a 25 jours a cause d'une mortalité supérieure a 80 %. Par
contre, le bécher n® 3 présentait moins de 5 % de mortalité et 22 % des larves

se sont fixées.

Les lots a jeln ont connu une mortalité de 100 % au 20e jour, ceux
nourris avec des globules rouges au 26e jour.

Les Tarves @ jeln n'ont pas dépassé le stade D. Celles nourries avec
des globules rouges étaient umbonnées, un trés faible pourcentage était oeillé.
(2 %).
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Pour les lots nourris avec du Moncchrysis lyophilisé, la mortalité
a 8té respectivement de 30 %, 50 %, 55 % dans chacun des trois béchers a 45
jours. Dans chaque bécher des larves se sont fixées (5 d 25 %). Les premiéres
fixations ont eu lieu pour des Tongueurs de 260, 270 P mais avec 15 jours de
retard par rapport aux larves nourries avec du Monochrysie vivant.

5e série expérimentale (octobre-décembre 1974)

- Protocole (6 lots de 2 béchers) :
ler lot est nourri avec du Monochrysie vivant (100 cellules par}J1).
2e lot est nourri avec un mélange de Monochrysis, de Tétraselmis et de Chlo-
rella vivants (100 cellules par p]).
3e lot est maintenu & jedn.
4e l1ot est nourri de Monochrysis congelé (100 cellules par P])'
5e lot est nourri d'un mélange de Monochrysis, Tetraselmis, Chlovelliqg CON-
gelés (100 cellules par yl).
6e lot est nourri d'un mélange de Monochrysis congelé (100 cellules par F])
et de Monochrysis vivant (10 cellules par yl),

L'élevage est effectué en présence de chioramphénicol (8 mg par litre).
Les géniteurs sont originaires de VIGO.

- Résultats :
Nggﬁ:g e 1 2 3 4 5 6
5 110 110 110 110 110 110
13 139 159 120 149 150 146
15 150 - 120 155 159 157
20 168 181 - 161 186 -
26 180 190 133 181 200 194
32 203 203 140 198 208 215
35 209 209 150 213 211 218
38 227 222 134 223 244 229
42 250 236 145 243 246 233
45 247 245 143 249 258 -
47 261 271 152 277 281 259
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Tous les élevages nourris se sont comportés identiquement. La mor-
talité a été trés faible, inférieure @ 10 %. Dans tous les béchers, 90 % de la

-----

de 25 a 40 % selon les béchers.

Les élevages d jelin ont survécu tout au Tong de 1'expérience (40 %
de survie). Les larves étaient umbonnées, certaines mesuraient 180 )2 de long.
Cependant, aucune véligére oeillée n'a été observée. Cette remarquable tenue
des larves a jeidn peut résulter d'un apport nutritif par des bactéries résis-
tantes au chloramphénicol et non pathogénes qui sont susceptibles de se déve-
lopper dans 1'élevage.

L'intérét de cette série expérimentale est que les larves sont
capables de se nourrir de phytoplancton mort, conservé congelé pendant plu-
sieurs mois.

d) Larves nourries @ partir du 20e jour de Teur développement avec
des aliments artificiels seuls ou en complémentation.

Les expériences précédentes ont montré que certains aliments arti-
ficiels ou conditionnés permettaient la croissance de larves. Cependant, il
semble qu'il manque un ou des facteurs pour qu'une particule, apparemment cap-
turée et ingérée comme la spiruline permette Tle passage de la métamorphoe
avec un rendement comparable & celui obtenu avec du phytoplancton vivant ou
congelé.

-

Cette carence peut provenir de 1'aliment et, étre 1iée & une déna-
turation par le lyophilisation ou le séchage d'un &ventuel facteur de crois-
sance.

Le blocage de la croissance observé avec les aliments artificiels
peut étre dd a leur faible coefficient de digestibilité par la larve. Des par-
ticules artificielles sont peut-étre mieux acceptées par des larves plus agées.

Nous avons donc élevé des larves umbonnées agées de 20 jours avec
divers aliments artificiels seuls ou en complémentation de phytoplancton vi-
vant.
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- Protocole :
(Série doublée de 11 béchers de 1 1itre, soit 22 béchers).

Les larves issues des mémes parents de la rade de BREST sont éle-
vées pendant 20 jours dans un récipient de 75 Titres et nourries de Mono-
ehrysie. Les longueurs des coquilles des larves variaient de 180 a 220 t
avec une moyenne de 206 p (T° : 20°C, S%° : 32 %°). Elles sont ensuite ré-
parties dans les béchers et nourries selon le tableau suivant.

Béchers Aliments Traitement — Distribution
1 Chlorella sp i0 cellules par pl
2 Chlorella sp 200 cellules par Pl
3 A jeilin
4 Spirulines Broyées au potter.li00 part.lrl
5 Spirulines Broyées au potter.l00 part./Pl
+ Chlorella + 10 cellules par pl
6 Tétramarin Disloqué aux U.S.
7 Tétramarin Disloqué aux U.S.
+ Chlorella + 10 cellules par Pl
8 Ulves fraiches Disloquées au potter.100 part./pl
9 Ulves fralches Disloquées au potter.i00 part./Pl
+ Chlorella + 10 cellules par pl
10 Tetraselmis lyophilisé 50 cellules par pl
11 Tetraselmis lyophilisé 50 cellules par pl
+ Chlorella + 10 cellules par pl
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- Résultats :
3/7 5/7 7/7 12/7 16/7
1 247 223 241 262 275
2 219 259 283 317 301
3 224 216 223 223 -
4 215 235 224 225 220
5 221 215 230 266 288
6 209 = = = Ty
7 225 249 233 272 296
8 217 217 216 241 262
9 219 241 256 275 278
10 216 265 267 281 296
11 217 254 277 301 381
- Remarques :

Dans tous les élevages sauf 2, n° 3 & jeln et n® 6, Tetramarin
seul, des larves se sont métamorphosées et fixées.

La meilleure croissance observée a été avec le mélange Tetrasel-
mis 1yophilisé + Chlorelles vivantes, n°ll (164‘p en 15 jours). Cette crois-
sance est supérieure a celle obtenue avec le témoin nourri de 10 cellules
par microlitre de chlorelles vivantes, n® 1, (58 poen 15 jours), mais aussi
au témoin nourri avec 200 cellules par microlitre de chiorelles vivantes,
n® 2 (81 F)' D'autre, part, le Tetraselmis séché seul, n® 10, permet une
bonne croissance (80 p /15j). L'adjonction de cellules vivantes en petites

quantités provoque un effet synergétique de croissance, n°® 11.
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Les larves nourries avec les spirulines, n” 4, n‘ont pas augmenté de
taille mais ont survécu.

Les Tarves nourries avec des spirulines + chlorelles vivantes , n° 5,
ont atteint une Tongueur moyenne 1égérement supérieure a celle observée pour

les larves nourries uniquement de chlorelles, n” 1

Les Tlarves nourries avec des ulves fraiches seules, n” 8, ont eu une
augmentation de taille de 45 F en 15 jours. La croissance est supérieure en mé-
langeant les deux particules (59 P)’ 6" 8,

Le tétramarin seul, n® 6, n'a pu étre suivi jusqu'au bout.

Le tétramarin en complémentation de chlorelles, n° 7, a permis un
bon développement avec effet synergétique (71 H J153).

Nous avons prolongé la nutrition de ces larves aprés leur métamor-
phose et leur fixation. Nous avons compté au bout d'un mois d'élevage Te nombre
de post-larves et estimé le pourcentage de naissain obtenu par rapport au nom-
bre de larves initial :

10 % | 25 % 0% | 1% 2 % 0% |[31% 22 % | 27 % |19 % 28 %

Remarques :

Les pourcentages de naissain de moules obtenu ne sont pas en rela-
tion avec les vitesses de croissance observées.

Le tétramarin en complémentation de chlorelles, n° 7, a permis
1'obtention du plus grand nombre de naissain (31 %) suivi par le Tetraselmis 1yo.
+ Chlorelles, n® 11, puis par les Ulves + Chiorelies. (n° 9).

I1 semble donc qu'une particule détritique peut permettre une complé-
mentation nutritionnelle d'algues unicellulaires.

Les algues lyophilisées semblent la meilleure particule séchée capa-
ble d'assurer la nutrition larvaire.
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D. DISCUSSION.

Les larves de Mytilus galloprovincialis sont capables de capturer,
d'ingérer et d'assimiler une nourriture non vivante (broyats de spirulines,
ulves fraiches broyées, tétramarin, algues unicellulaires congelées ou lyophi-
Tisées).

Dans la nature le rdle des aliments sous forme détritique ou solu-
ble parait fondamental (SANTOLINI et HOPTON, 1972). COLLIER et al (1950-1953),
DESGOUILLES (1968) établissent une relation entre la vitesse de croissance des
lame11i branches et le taux de matiéres organiques dissoutes ou figurées dans
1'eau de mer. Selon CORNER et COWEY (1968), DEGENS (1970) plus de 50 % des
détritus sont composés de substances protéiques, dont la composition en amino-
acides est suffisante pour nourrir la plupart des animaux marins. En ce qui con-
cerne les larves, il est évident que dans 1a nature la quantité de phytoplanc-
ton présente n'est pas suffisante pour permettre un développement comparable
a celui obtenu en élevage contrdélé avec 100 cellules par F“ Un apport nutri-
tionnel sous une autre forme est nécessaire. Le seston et plus particuliére-
ment le tripton semble jouer ce rdle.

Cependant, i1 apparait que dans les élevages au Laboratoire les
particules détritiques, colloidales ou dissoutes, présentent des inconvénients.
Ces aliments ont tendance a s'agglomérer en amas quil se décomposent et favori-
sent le développement de bactéries et de ciliés. Il semble, d autre part, que
le traitement des aliments (séchage, broyage) détruise des facteurs de crois-
sance présents a 1'@tat vivant ou conservés par la congélation. L'emploi de
nourriture détritique nécessite une meilleure connaissance de la bactériologie
des élevages.

Neanmoins, la mise au point d'une nourriture stockable pour élever
des larves et des jeunes stades post-larvaires d ' Invertébrés marins ne semble
pas une vue de 1'esprit. Les problémes rencontrés sont technologiques et non
pas biologiques. La particule alimentaire ne doit pas se décomposer, il faut
qu'elle soit protégée par une enveloppe (membrane ou capsule). Pour 1'instant seu-
les les algues unicellulaires de cultures présentent cet aspect, nous avons
montré qu'elles pouvaient étre conservées lyophilisées ou congelées et offrir
les mémes qualités nutritives pour les larves de moules. La mise au point de
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culture intensive d‘algues unicellulaires dans des fermenteurs ou dans des bou-
dins de plastique (techniques du Centre Océanologique de Bretagre) permet d'ob-
tenir de grandes quantités d‘algues en queiques mois. Ces algues, une fois con-
centrées peuvent étre congelées et stockées et redistribuées @ volonté dans Tes
élevages.

Cette technique permettra aux laboratoires de recherches ne possé-
dant pas de culture d'alques d'élever des Invertébrés en se procurant la nour-
riture auprés d'organismes producteurs. Si les espéces d'intéret commercial,
comme les ostréidés, sont capables d'utiliser cette nourriture, le développe-
ment de la technique permettra la planification des élevages en écloserie qui
était jusqu'ici difficilement envisageable avec une nourriture vivante.



CONCLUSIONS GENERALES

Le but 1nitial de ce travail était de vérifier si les larves de
Pélécypodes étaient susceptiblies d'accepter et d assimiler une nourriture
autre que des algues vivantes (phytoplancton ou algues monocellulaives de
culturel.

Pour cela, i1 nous a fallu choisir une espéce susceptible d'étre
@levée & partir de la fécondation artificielle tout au long de 1'année a
LUC-sur-MER. Les espéces locales ne présentant pas cet intéréet, nous avons
retenu Mytilus gallcprovincialis, que |'on trouve faciiement sur le marché.

L'ensemble des résultats et des ‘*nformations présentées dans ce
mémoire montre le grand intérét que représente cette espéce comme matériel
de laboratoire.

L'obtention des gamétes est possible de Septembre & Juillet de
1'année suivante. L'adaptation des larves aux eaux locales ne posent pas de
probléme majeur. Cependant, leur croissance est en général, moins rapide
que pour celles de Mytilus edulis, les stades larvaires obtenus sont sou-
vent plus petits.

Cette différence peut avoir deux causes : ou bien, les paramé-
tres écologiques de nos &ievages ne sont pas optima en ce gui concerne
Mytilus galloprovineialie, ou bien il existe une différence véritable de
taille entre les deux espéces. En fait, il semble que ia variabiiité indi-
viduelle au niveau de croissance soit trés grande pour les deux espéces
Le biométrie ne peut étre ici retenue comme &lément de diagnose. Le pro-
bléme est important en ce qui concerne | expérimentation car il apparafit




impossible d'établir, chez les Mytilidés, une courbe de croissance référen-
tielle indispensable pour interpréter les résultats de nutrition et de crois-
sance. L'étude de 1'évolution de la population larvaire par estimation des
pourcentages de mortalité. et de stades caractéristiques du développement
doit obligatoirement compléter les résultats de la biométrie.

L'hybridation entre Mytilus edulis et Myvilus galloprovineialis,
obtenue pour la premiére fois, permet d'envisager d une facon nouvelle, en
élevage contrdlé, le probléme de 1'isolement spécifique des deux espéces.
L'amélioration de la qualité marchande des espéces, |'adaptation a des con-
ditions écologiques diverses, la résistance aux maladies, aux parasites ou
aux commensaux ne pourront &tre abordés que par des techniques de génétique
et de sélection au laboratoire. La moule semble donc intéressante pour mener
d bien ces récherches @ 1'échelle expérimentale.

D'autre part, ce matériel permet d'@tudier les aspects divers de
la nutrition des larves et des jeunes stades d'un' point de vue anatomique et
fonctionnel. Les principaux points anatomiques observés par BAYNE (1970) chez
Mytilus edulis ont été cdnfirmés,mais une étude histologique originale,
ultrastructurale et enzymologique portant sur le tractus digestif a &té entre-
prise. L'organogénése rapide du tractus, 11ée 3 la faibie quantité de réserves
de 1‘oéuf (larves planctotrophiques) enopposition aux (larves loecitotrophiques)
et d ses potentialités enzymatiques précoces a été suivie. Le fonctionnement
du tractus digestif larvaire est comparable a celui de 1'adulte. La capture
des particules est un ph&noméne mécanique, la digestion est & la fois mécani-
que (broyage et brassage du bol alimentaire par la tige cristalline) et enzy-
matique, extracellulaire (enzymes vraisembiablement 1ibérées par la tige cris-
talline, par les cellules secrétrices et par les cellules digestives dégénéres-
centes) et intracellulaire (sytéme phagolysosomial de la cellule digestive).
Ce matériel parait particuliérement favorable pour 1'étude de la cytologie de
la glande digestive chez les mollusques. La filiation et le turn-over cellu-
laires semblent facile & suivre du fait du faible nombre de cellules. La petite
taille des organes permet d'observer les rapports entre les divers comparti-
ments et de suivre les phénoménes de la digestion. Les techniques histochimi-

ques et ultrastructurale doivent cependant étre adaptées a ce matériel.



Des expériences d'alimentation contrélée nous ont montré que les
larves de moules n'étaient pas des phytoplanctonophages exclusifs. Elles peu-
vent assimiler Ta nourriture sous forme de matiéres solubles ou figurées.

Les détritus jouent vraisemblablement un réle important dans Teur nutrition

in situ. Les problémes rencontrés au laboratoire (bactériologie, maintien

en suspension des particules, agglomération des particules) sont trop comple-
Xes pour envisager dés & présent, une nutrition artificielle de type détriti-
que ou soluble. La complémentation d'algues de culture & 1'aide de ces pro-
duits organiques n'est, cependant, pas & écarter. Toutefois, 11 apparait

que les algues de culture sont difficilement remplacables. Par contre, le
conditionnement de ces algues par les techniques de congélation ou de lyophi-
lisation apparait étre une solution d'avenir importante pour la planification
de Ta production dans les écloseries mais aussi comme source d'aliments pour
les expérimentations a petites échelles au laboratoire. Les résultats que nous
avons obtenus en nourrissant des larves de moules avec des algues congelées
mortes sont en ce sens encourageants. I1 reste & déterminer si toutes les es-
péces de Pélécypodes acceptent cette forme de nourriture. Ces résultats mon-
trent que d'un point de vue théorique la possibilité de nourrir des larves
avec une particule inerte est envisageable. La mise au point en pharmacie gal-
1énique des microencapsulations de produits, le développement des micrométho-
des d'analyse des besoins nutritifs des larves laisse envisager la réalisation
de particules nutritives de synthése dans un proche avenir
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Fig. A - Mytilus edulis.

Fig. B - Mytilus galloprovincialis.

Fig. C - Disposition des insertions musculaires sur la
coquille de Mytilus galloprovincialis.

ma : muscle adducteur antérieur

mp : muscle adducteur postérieur

rab : rétracteur antérieur du byssus
rmb : rétracteurs moyens du byssus

rpb : rétracteurs postérieurs du byssus
rp : rétracteur du pied

Fig. D - Charniére de la valve gauche de Mytilus
galloprovinectialis.

Fig. E - Charniére de Ta valve gauche de Mytiius edulis.
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Embryogenése
1 - Spermatozofide
2 - Ovocyte
3 - Oeuf fécondé
4 - Emission du 1° globule polaire
5 - Emission du 2e globule polaire et émission
du lobe polaire
6, 7, 8 - Premiére division en deux blastoméres

inégaux : AB et CB







Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
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Embryogenése

9 - Deuxiéme division - A. B. C. : microméres

D : macromére

10 et 11 - Clivage spiral et inégal

12, 13, 14 - Gastrulation par épibolie des microméres

sur les macroméres

15, 16, 17 - Passage de la gastrule a la trochophore

b

T

cq :

: blastophore

flagellum

émission de Ta premiére coquille
(prodissoconque).
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Organogenése (Trochophore - Larve "D").

a : anus

h : bouche

es : estomac

f : flagelium

gd : glande digestive

id ¢ intestin direct

ir : intestin récurent

p : prodissocongue

v : velum




trochophore

larve D"
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Organogenése (Véligére & umbo - Véligére oeiliée)

a @ anus
b : bouche
cp : chambre postérieure
epd : ébauche du pied
es : estomac
f : flagellum
gd : glande digestive
id : intestin direct
ir : intestin récurent
maa : muscie adducteur antérieur
map : muscle adducteur postérieur

mrv : muscle rétracteur du velum

o : oeil
pd : pied
u & umbo

v : velum




véligére ceillde




bb
br

cp

es

id
ii
maa
map

pl
pd
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-----

1 anus

: bouche

: bourgeons branchiaux

: branchies

: chambre postérieure

: dissoconque

: estomac

: glande digestive

: intestin

: intestin direct

: intestin récurent

: muscle adducteur antérieur
: musclie adducteur postérieur
: oeil

: prodissoconque

: palpes labiaux

: pied

¢ umbo

: velum




igére

pedivel

larve métamorphosée
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PLANCHE 8 -

Métamorphose de Mytilus edulis d'aprés BAYNE (1970).

Reconstitution diagrammatique des organes en piace.

-----

B : Post-larve

es

ma :
maa :

. anus
: bouche
: bouclier gastrique
cby :
€p $
: estomac
: flagellum
for :
gb :
gd :
ggc :
agp ¢
ggv :
: intestin

canal byssogéne
chambre postérieure

filaments branchiaux
glande blanche
glande digestive
ganglions cérébroides
ganglions pédieux
ganglions viscéraux

manteau
muscle adducteur antérieur

map
mrp
mrv

os

pa

pli

pls :
. paipe oral
: rein

: statocyte
sby :

po

sgp

ste 3

: muscle adducteur postérieur
: muscle rétracteur du pied

: muscle rétracteur du velum
: oeil

osphadium

: plaque apicale
pd :
: palpe Tabial inférieur

pied

palpe labial supérieur

sac byssogéne

: secrétion de la glande des

phénols
sac de la tige cristalline

: velum
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Types celluiaires de la glande digestive
chez Cardium edule d'aprés OWEN

A : Cellule secrétrice
B : Jeune celluie immature

C : Cellule digestive

ag : appareil de Goigi
bt : barre terminale
¢cb : corps basal
ds : desmosome septé
f : flagelle (cil)
gv : vésicule golgienne
11 ¢ Tipides
m : microvillosités
mi : mitochondries
n : noyau
pl, p2, p3, p4 : vacuoies digestives
r : racines des cils
reg : réticulum endoplasmique granulaire
ri : ribosomes
vp : vésicule de pinocytose
vs : vésicule de secretion.
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Schéma de Ta cellule digestive
chez la larve de Mytilus galloprovincialis

ag : appareil de Golgi
ci : cellule indifférenciée

eb : exocytose basale

gli : globule lipidique

Tu : Tumiére de la glande

m : microvillosités

mi : mitochondries

n : noyau

reg : réticulum entoplasmique granulaire

t : Tetraselmis en cours de digestion

vp : vésicules de pinocytose

vta, vtb, vtc. vtd : vésicules digestives de type
By by 65 8
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Matériels

: Salle de culture d'algues

o O AW NN =

: groupe de réfrigération

: sonde de thermorégulation

: compresseur d'air

: horloge réglant 1'&clairage

: barillet de milieu de "CONWAY" frais
: ballons de 10 1. de culture

: Culture d'alques

1

[2 2 I L &5 S %

2
3

I % R S

: inocula en tube & essais

: inocula en erlen meyers de 200 ml

: inocula en erlen meyers de 500 ml

: culture continue en ballon de 10 Titres

: tuyauterie d'aération, de prélévement et de remplissage

: Stérilisation aux ultra-violets
1

arrivée d'eau de mer sous pression

-

. filtres @ sable.
: chicane @ ultra-violets

: Stérilisation sur membrane

: air comprimé

: réservoir de surpression contenant 1'eau & filtrer
: presse a filtre

: bidon de stockage d'eau de mer filtrée
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