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LEXIQUE

e Huitre chambrée : Se dit d'une huitre dont la coquille présente intérieurement une ou
plusieurs poches fragiles renfermant un liquide d'odeur parfois nauséabonde.

e Lecithotrophie : Mode de développement larvaire ou le développement du jeune
dépend du jaune d'ceuf.

e Parapodes modifiés : Premiers parapodes sur la partie antérieure, portant des cires.
e Sétigere : Segment d’un annélide polychete qui porte des soies, des poils raides.

e Vénériculteur : Culture de mollusques bivalves de la famille des Veneridae, les
vénéroides (les palourdes, les praires...).



LISTE DES ILLUSTRATIONS

Tableau 1. Tableau récapitulatif des caractéristiques des quatre types de reproduction du genre Diopatra

Tableau 2. Nombre d’ovocytes par classe de taille obtenus aprés une et deux semaines (T1 et T2
respectivement) d’expérimentation pour la modalité « Augmentation progressive de température »

(Naug) €t « ChoC thermiqUe % (INchoc)- ««-«eesveereersereererriereeniesiteseessestestestesseessesstessessesseessessessesssesseensens 21
Tableau 3 Résumé du test du Khi* pour comparer la fréquence des classes de diamétres entre les deux
conditions en fonction des temps de PrélEVEMENLS .......ccviereervirereriieereeseeeree e esreeseeesreeseeeereeseeeenns 23
Figure 1. Photographie des bassins de grossissement de 1’entreprise australienne Aquabait.................. 2

Figure 2. Graphique représentant I’évolution des captures de vers tubes, du nombre de pécheurs actifs
et de licences « appat » délivrées dans le département de Charente-Maritime entre 2012 et 2020
(CDPMEM 17) ettt sttt sttt sttt st b e bbbt bbbt bt e st e st e st e st e st e st e st e st et et et et entensensensens 3

Figure 3. Classification de I’espéce d’intérét Diopatra biSCAYENSIS ...uvvvvveerveereerirerersreeseeseeeseeeseeenes 4

Figure 4. Comparaison des deux espéces de Diopatra avec des images effectuées au microscope
ClECITOMIQUE .. vt euveereeeereesteeseeesteeseeeeteesseeesbeessesesseessaeesseesseeesseesseessseesseesnseesseessseesseeasseensessssesnseessseensessrenn 4

Figure 5. Analyse phylogénétique des espéces du genre Diopatra en fonction des séquences qui codent
I’ARN ribosomal 16S et le cytochrome oxydase I (COI). ....coovuvvviiirieiiieineiiieeessieesee st see e 5

Figure 6. Pourcentage de distribution des tailles du 10°™ sétigére des individus hermaphrodites et de
males de D.biscayensis provenant de I’estuaire San Vicente de la Barquera lors de la période de

1050 (010 L To15 10 ) o WU PO RSU PP 5

Figure 7. Comparaison des trois étapes du cycle de reproduction annuel des espéces D.biscayensis et
D.neapolitana sur les cOtes NOrd €SPAZNOLES ....ccvveerveirerrieireeiieeseesteeseesreesreeseeesreeseeesteesreeesseesseeenses 7

Figure 8. Ovocytes présents dans le fluide caelomique de 1’espéce Diopatra biscayensis.........ccceerueennee. 8

Figure 9. Partie antérieure du tube de 1’espéce Diopatra biscayensis dans I’estuaire San Vicente de la

Barquera sur lequel sont attachés des VErs JUVENIIES.......cvviveiiieereiiiiereesie e sreesree e ssieeseeeeseeeseeeenees 8
Figure 10. Description des stades larvaires de Diopatra neapolitana ..........cccocveevvveererreeenieeseesreeseeennes 9
Figure 11. Schéma récapitulatif du cycle de vie de I’espéce Diopatra biscayensis........cccoveerveerreereenne 9
Figure 12. Carte des mouvements de population de I’espéce de ver tube Diopatra biscayensis. .......... 10

Figure 13. Pourcentage de survie de I’espéce D.neapolitana a chaque niveau d’amputation (Pires et al.,



Figure 17. Aquariums utilisés pour les différentes eXperimentations .........cccevvueeeeervveeseesveessieesivesseeens 15

Figure 18. Photographies de I’installation de I’expérimentation de reproduction artificielle pour 1’espéce
Diopatra biscayensis au lycée de la mer de Bourcefranc-le-Chapus. ..........cccovvvveeeeniiiiieenieenenineenneens 17

Figure 19. Moyenne des diamétres ovocytaires de D.biscayensis par mois pendant la période d’étude au
niveau de la plage du Soleil, Saint-Trojan-1€S-Bains .........cccceeveererrrieeiiiiesieenieeseeseeesreesesesreeseeeseeens 18

Figure 20. Histogrammes des fréquences de classes de diamétres ovocytaires de D.biscayensis
provenant de la plage du Soleil, Saint-Trojan-les-Bains, de Mars a Aout 2021......cccceevvvvvirrieerivnninene 19

Figure 21. Histogrammes des fréquences de classes de diamétres ovocytaires de 1’espéce D.biscayensis
par tempPs de PIEIEVEIMENL .....eccuuieeuieriieiieiieeiteesteerteeseeeteesteeereesteeebeesseeesseesseeesseessesessesssesssessssesnseens 20

Figure 22. Histogrammes des fréquences de classes de diamétres ovocytaires de I’espéce D.biscayensis
par tempPSs A PIEIEVEIMENL .....ecvvvieeiieriieiieesieeiteeseeerteeseeeteeseeeeteesteeebeesseeasbeesseeesseessessssesssessnsessssessseens 22

Figure 23. Histogrammes des proportions de diamétres ovocytaires par classe de taille en fonction des

trO1S INAIVIAUS GEUAIES ....veeuviriieiiieieeiterie ettt ettt ettt e b e et e s bt et sate s bt et saeesbeeatesbeeneesaeenees 23
Figure 24. Photographie des installations de I’entreprise Hemarina sur I’ile de Noirmoutier............... 26
Figure 25. Photographie de 1’installation eXpérimentale...........ccevvvrrcueeriiesieeniieesieesreesreeseeesreesneeneeens 27

Figure 26. Poids moyen individuel et croissance de Diopatra biscayensis pour les deux traitements tous
JES IMIOTS 1.ttt sttt ettt ettt et b et a e s bt et she e bt e ae e bt et e sh e e bt ea e e bt et e eht e ekt eateehe e besatenbeeatenheenbe s 28

Figure 27. Photographie de la claire du CAPENA avec les quatre paniers enfouis dans le sédiment
VASEUX 1etteiiuurrieetiiteteesiiiatttessinateessasbaseeesabaa s e e s ebaa s e e s saba s e e e s aba s s e e s s bbb e s e s s b e s e e s a b s e e s e bbb et e s s a b e e e s raeee s 31

Figure 28. Mesure de la croissance de Diopatra biscayensis toutes les trois semaines...........cceeeveenvenne 32



1 INTRODUCTION

1.1 CONTEXTUALISATION

Le ver tube est un organisme « ingénieur » de son écosystéme du fait de son influence sur la
structure et 1’organisation de son environnement (Dubois, 2014). La profonde implantation de
son tube permet de maintenir le sédiment dans des conditions de forte densité¢ d’individus.
D’autres parts, la particularité d’extension du tube hors du sédiment offre un support de
colonisation pour les algues (Thomsen and McGlathery, 2005) mais aussi pour le recrutement
de larves d’autres especes sous forme de sac gélatineux (ponte de gastéropodes), tout en
permettant I’installation et le maintien de la méiofaune (copépodes) et de la macrofaune
(polychetes, amphipodes). Du fait de ce mode de vie, les vers tubicoles (nommés « vers tubes »
dans la suite du manuscrit) sont sédentaires, on les retrouve dans des substrats trés hétérogenes,
aussi bien sableux que vaseux. Son tube souple est le résultat d’une sécrétion de mucus ou
s’agrege principalement du sable mais aussi des morceaux de coquilles avoisinants. L’espece
de ver tube majoritaire en Charente-Maritime est Diopatra biscayensis et on trouve également
I’espéce Diopatra neapolitana qui est moins présente. Le département de Charente-Maritime
et plus particuliérement la plage de Gatseau dans le sud-ouest de 1’ile d’Oléron est connue pour
avoir la densité de ver tube la plus importante de France (Woodin et al., 2014). Aujourd’hui, le
ver tube est principalement connu en France comme appat de péche de loisir. En Charente-
Maritime, cette espéce fait 1’objet d’une péche professionnelle pratiquée par seulement
quelques pécheurs a pied. Pourtant la péche de loisir reste une activité trés pratiquée dans ce
département et par conséquent, la demande en appat de péche reste importante. Un €élevage de
ver tube est donc apparu comme une alternative durable a la péche, pour palier a la demande,
mais aussi pour avoir un approvisionnement régulier tout au long de I’année. Les claires
ostréicoles, anciens marais salants, sont spécifiques a la Charente-Maritime, les professionnels
y affinent leurs huitres avant leur commercialisation. Ces marais sont é¢galement exploités par
des ¢leveurs de palourde et de crevette impériale (Peneus japonicus). L’¢€levage des vers tubes
en claires est une piste qui reste a explorer.

L’objectif de ce projet est d’étudier la possibilit¢ d’¢élever ’espéce de ver tube Diopatra
biscayensis en travaillant sur différents aspects de son cycle de vie dans différentes conditions.
L’axe principal de ce travail concerne la maitrise de sa reproduction, les expérimentations
se sont donc concentrées sur la maturation ovocytaire et I’induction de la ponte. Le contrdle
de cette étape est indispensable pour créer un élevage pérenne sans dépendre du milieu naturel.
En parall¢le, la croissance de ces vers tubes a été étudié en milieu controlé tout en
optimisant les conditions d’élevage. Le dernier axe a été de tester le grossissement de ces
vers tubes en claire ostréicole. L’objectif final de ce projet est de proposer une nouvelle voie
de diversification de production aux professionnels charentais possédant des claires ostréicoles.
C’est pourquoi nous nous sommes interrogés sur la faisabilité d’un tel ¢levage aussi bien dans
les marais de Charente-Maritime qu’en bassins hors-sol.

1.2 PRESENTATION DE LA STRUCTURE D’ACCUEIL ET DU PROJET MEDIHOM

Le CAPENA ou Centre pour 1I’Aquaculture, la Péche et I’Environnement de Nouvelle-
Aquitaine est une association définie par la loi de 1901. Cette structure a été créée au 1" janvier
2021. Elle résulte de la fusion du Centre Régional d’Expérimentation et d’Application
Aquacole (CREAA) situé sur 1’lle d’Oléron, et de I’Institut des Milieux Aquatiques (IMA) a
Bayonne. L’objectif de cette association est de donner une expertise technique et scientifique
aux acteurs des filiéres péche, aquaculture et cultures marines que ce soit pour des structures



publiques ou privées. Sa gouvernance est partagée en différents colléges qui regroupent les
organismes professionnels, collectivités territoriales et établissements publics, organismes
d’enseignement et de recherche, personnes qualifiées et par un bureau complet. Le budget
global pour I’année 2021 avoisine les 1,7 millions d’euros. Le financement provient
principalement de subventions de la Région Nouvelle-Aquitaine, des collectivités locales et de
I’Europe. Il est complété par une part de prestations et de cotisations.

Ce projet d’¢levage de vers tubes s’intégre dans le projet MEDIHOM, pour Mise en place d’un
Elevage de Dlopatra et d’HOlothuria en Marais ostréicole. L’autre partie de ce projet
s’intéresse a la survie en claire de deux espéces d’holothuries : Holothuria tubulosa et
Holothuria forskalis en co-culture avec des huitres. L objectif de ce projet pilote est de suivre
le taux de survie en claire ostréicole afin d’explorer les critéres d’¢élevage optimaux de ces
especes.

1.3 ETAT DES LIEUX DES ELEVAGES D’ ANNELIDES DANS LE MONDE

La production de vers marins s’est développée et démocratisée depuis plusieurs années avec
des débouchés tres variés. Le meilleur exemple de réussite au niveau national pour ce nouveau
type d’¢élevage est I’entreprise Hemarina. Elle produit I’espeéce Arenicola hemarina pour
récolter son hémoglobine qui a quarante fois plus d’affinité avec I’oxygene que I’hémoglobine
humaine (Rousselot et al., 2006). Le principal débouché de cette nouvelle molécule est la
biopharmaceutique, particuliérement dans le cadre des transplantations et des greffes. En
France, il n’existe pas d’¢levage de vers tubes. Il est exclusivement péché sur I’estran par des
pécheurs a pied professionnels et par des pécheurs de loisir. En Sardaigne, une expérimentation
scientifique a ét¢ menée sur 1’espeéce de vers tubes Diopatra neapolitana dans la lagune de
Cagliari au début des années 2000. La premicre phase était d’étudier la survie et le
grossissement des vers dans un circuit ouvert avec des densités et une alimentation différente.
Puis dans un second temps, les vers survivant a cette premicre phase ont été transférés dans la
lagune pour étudier leur croissance dans des conditions semi-naturelles (De Murtas and Sini,
2003). Malgré des résultats encourageants pour le développement de cette pratique, les pécheurs
professionnels italiens n’ont pas voulu persévérer dans cette nouvelle voie qui était trop
contraignante selon eux. La seule entreprise connue qui produit des vers tubes est australienne
etil s’agit d’Aquabait. Située sur la cote est, au nord de Sydney, cette entreprise produit I’espece
locale Diopatra aciculata depuis 1996. Elle réalise I’étape de grossissement dans de nombreux
bassins en hors-sol sur leur site de production (Figure 1).

v

Figure 1. Photographie des bassins de grossissement de 1’entreprise australienne Aquabait (Facebook page publique de
I’entreprise)



Dans le cadre de ce projet, nous avons rencontré plusieurs pécheurs a pied professionnels afin
d’avoir leur retour d’expérience sur la pratique de cette péche. A cette occasion, il est apparu
que certains d’entre eux avaient déja réalisé des essais de stabulation et de grossissement dans
des bassins hors-sol et dans des claires. L’un d’entre eux a testé¢ différentes techniques de
stabulation des vers dans les claires afin de les avoir directement a disposition et échelonner ses
ventes. Il a réalisé¢ différents essais comme de les maintenir dans des cagettes avec et sans
sédiment, avec et sans couvercle pour éviter la prédation... Néanmoins cela lui demandait
beaucoup de travail en plus des marées de récolte, il n’a pas continué ces essais. Un autre
professionnel, a essay¢ de les maintenir dans des bacs remplis de sédiment en systéme clos dans
son garage avec un changement d’eau régulier. Pour suivre la croissance de ces vers tubes, il
regardait 1’évolution de la partie antérieure régénérée sur une période de trois mois. Il a da
arréter ses essais par manque de matériel et de temps.

1.4 QUELS SONT LES DEBOUCHES ET LES MARCHES ACTUELS ?

Le ver tube est principalement connu en France comme un appat de péche de loisir, pour sa
polyvalence et sa forte appétence pour bon nombre de poissons marins comme le bar

(Dicentrarchus labrax). Cela fait de lui un ver trés apprécié et vendu a prix fort dans les
magasins spécialisés ou dans les grandes enseignes de sport telle que Décathlon. Les prix
varient en fonction de 1’acheteur, pour une boite de dix vers tubes le prix d’achat est de 3,20 €
pour les grossistes et de 4,20 € pour les magasins. Selon un ancien pécheur a pied, le prix
d’achat pour les magasins spécialisés a presque doublé depuis 2009. Malgré cette valeur
ajoutée, seulement quatre pécheurs a pied professionnels sont détenteurs d’une licence appat
(campagne 2021-2022) et seulement deux sont actifs. Cette licence est délivrée par le Comité
Départemental des Péches Maritimes et des Elevages Marins de Charente-Maritime (CDPMEM
17) et leur permet d’exploiter cette ressource. Il s’agit d’une licence non contingentée délivrée
moyennant une cotisation annuelle de 100€. Depuis la campagne 2012-2013, le nombre de vers
péchés n’a cessé de diminuer passant de 325 000 vers tubes a 125 000 pour 2017-2018. Comme
on peut le voir sur la figure 2, le nombre de vers péchés s’est stabilisé depuis cette période, avec
un nombre de pécheurs actifs relativement stable. Néanmoins il est intéressant de noter que
malgré la hausse importante du nombre de licences délivrées (6 pour la campagne 2016-2017 a
12 pour la campagne 2018-2019) le nombre de pécheurs actifs est resté stable comme dit
précédemment. Cette licence n’attire que trés peu les pécheurs professionnels et ceci pour
différentes raisons : un gisement moins rentable dans certains secteurs (sites des plages des
galons d’or et ronce-les-bains), une activité trop physique qui demande beaucoup
d’investissement personnel, fermeture de plus en plus de magasins spécialisés...
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Figure 2. Graphique représentant 1’évolution des captures de vers tubes, du nombre de pécheurs actifs et de licences « appat »
délivrées dans le département de Charente-Maritime entre 2012 et 2020 (CDPMEM 17)
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2 PRESENTATION DE L’ESPECE DIOPATRA BISCAYENSIS

2.1 TAXONOMIE ET IDENTIFICATION DE L’ESPECE

L’espece Diopatra biscayensis fait partie de I’embranchement des annélides et de la classe des
polychetes (Figure 3). Elle a été identifi¢ée récemment en 2012 :

Phylum : Annelida (Lamarck, 1809)
— Classe : Polychaeta (Grube, 1850)
I—b Sous-classe : Errantia (Audouin & H Milne Edwards, 1832)
L’ Ordre : Eunicida
e Famille : Onuphidae (Kinberg, 1865)
I—t Sous-famille : Onuphinae (Kinberg, 1865)
e Genre : Diopatra (Audouin and Milne Edwards, 1833)

h Espéce : Diopatra biscayensis (Fauchauld et al., 2012)

Figure 3. Classification de I’espece d’intérét Diopatra biscayensis (Laura Vasseur, CAPENA d’aprés World Register of
Marine Species)

Du fait de sa forte ressemblance morphologique avec 1’espece Diopatra neapolitana (Delle
Chiaje, 1841), cette espéce a été décrite assez tardivement par Falchaud et al. (2012). Cette
découverte s’est déroulée lors d’identification d’individus provenant du site de Tharon-plage,
dans le département de la Loire Atlantique (44) en France. Un article a référencé des individus
identifiés comme 1’espéce D.neapolitana dits « différents des vrais » mais sans les identifier
comme nouvelle espece (Lo Bianco, 1899). Le critére d’identification qui fait I’'unanimité chez
les taxonomistes et qui a été choisi pour différencier ces deux especes est le nombre de lobes
chaetaux sur les premiers parapodes modifiés. Si I’individu posséde deux lobes pré et post-
chaetaux, alors il s’agit de I’espece D.biscayensis, comme on peut le voir sur la figure 4, alors
que I’espece Diopatra neapolitana ne posséde qu’un lobe post-chaetal.

Figure 4. Comparaison des deux espéces de Diopatra avec des images effectuées au microscope électronique. A -Vue latérale de I’espece
Diopatra biscayensis (Arias and Paxton, 2015). B — Détail du premier parapode modifié de ’espéce Diopatra biscayensis (Arias and Paxton,
2015). C — Vue latérale de I’espéce Diopatra neapolitana (Arias et al., 2016). D — Détail du premier parapode modifi¢ de 1’espéce Diopatra
neapolitana (Arias et al., 2016). (dc) dorsal cirrus ; (prl) prechaetal lobe ; (pol) postchaetal lobe ; (vc) ventral cirrus.

4



L’espece la plus proche génétiquement de Diopatra biscayensis est Diopatra marocensis
comme I’a démontré 1’analyse phylogénétique représentée sur la figure ci-dessous (Figure 5).

Diopatra neapolitana KT992096 with papillae

16S rDNA Diopatra neapofitana KT992007 with papillae
100 KT992095 without papillas
77 Diopatra neapoiitana EUB78538
ﬂ" ] Diopstra neapolitana JO9S0322
t—————————————————Diopalra micrura GQ456163
Diopatra FJ473306
‘ Diopatra biscayensis JQ769510

Eunice norvegica GQ478147

0.02

Diopatra neapolitana KT332100 with papilas
Diopaira neapolitana KT$82101 with papillae
col Diopatra KT982009 without papillae
| Diopatra neapolitana KTSS2088 without papillae
s |Diopatra neapoiitana JQ950321
85 |Diopatra neapaiitana EU878539
Diopatra micrura GQ456162
Diopatra is FJ646632
100 Diopatra biscayensis F 1428961
L Diopstra biscayensis JQ769509
Eunice norvegica GQ497541

002
Figure 5. Analyse phylogénétique des espéces du genre Diopatra en fonction des séquences qui codent I’ ARN ribosomal 16S
et le cytochrome oxydase I (COI) (Arias et al., 2016).

2.2 LA REPRODUCTION EN MILIEU NATUREL
2.2.1 Espéce hermaphrodite simultanée protandre

L’espece D.biscayensis est un ver hermaphrodite simultané protandre (Arias and Paxton, 2015).
Le ver tube passe par un jeune stade uniquement male puis hermaphrodite. Les individus
deviennent progressivement hermaphrodites lorsque leur diametre augmente (Figure 6).
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Figure 6. Pourcentage de distribution des tailles du 10°™ sétigére des individus hermaphrodites et de males de D.biscayensis
provenant de I’estuaire San Vicente de la Barquera lors de la période de reproduction (Arias and Paxton, 2015).

Percentage of individuals (%)

La stratégie de reproduction de I’espece D.biscayensis n’est pas décrite dans la littérature. On
sait que la ponte est sous forme de sac gélatineux mais le mécanisme précis, notamment
I’origine du sperme, n’est pas connu. La production d’ovocytes est plus coliteuse en énergie
que celle de sperme ce qui explique que ce soient les vers les plus gros qui soient
hermaphrodites. D’autres mécanismes existent chez les polychétes pour optimiser les chances
d’accouplement. Dans certains cas, la femelle adapte la ponte de ses ovocytes matures en
fonction de son partenaire (jeune male, male adolescent ou hermaphrodite simultané) (Akesson,
1973 ; Sella, 1988). De la méme fagon, le ver Ophryotrocha gracilis alterne les rdles en se



mettant par paire (Sella et al., 1997). Cela réduit la compétition entre males puisque certaines
espéces jouent sur une surproduction de sperme pour €chapper a cette compétition (Premoli and
Sella, 1995).

2.2.2

Les différents types de reproduction du genre Diopatra

Les annélides sont particulierement vulnérables a la prédation du fait de I’absence de moyen de
protection. Leur succes de survie et de développement vient de leur grand éventail de mode de
reproduction (Pandian, 2019). Selon Paxton (1993), les especes du genre Diopatra s’ organisent
en quatre groupes selon leur type de développement :

Le type I correspond a un développement larvaire dans le tube parental jusqu’a atteindre
le stade de 20-30 sétigéres. Il s’agit de vers qui sont hermaphrodites simultanés.
L’espece qui est le meilleur exemple pour ce groupe est Diopatra marocensis décrit par
Pires et al. (2012).

Le type II est basé sur peu d’informations mais il semblerait que ce soit un
développement direct dans un cocon. Néanmoins, Arias et Paxton (2015) pose
I’hypothése que c’est probablement des vers du type I.

Le type III est une ponte sous forme de sac gélatineux attachée au tube parental. Les
vers sont des hermaphrodites simultanés avec un stade de protandrie. On retrouve dans
ce groupe I’espeéce d’intérét Diopatra biscayensis.

Le type IV correspond a des espéces qui expulsent des gameétes en pleine eau. L’espece
Diopatra neapolitana est une espece récemment définie comme hermaphrodite
simultané avec un stade de protandrie (Arias et al., 2016).

Tous les types de reproduction sont décrits dans 1’article Arias and Paxton (2015) dans le
tableau 1 ci-dessous.

Tableau 1. Tableau récapitulatif des caractéristiques des quatre types de reproduction du genre Diopatra, le cadre rouge

correspond au type de reproduction de Diopatra biscayensis (Arias and Paxton, 2015)

Type of reproduction Species Maximum Egg  Brood size Sexuality Sperm Development Time spent free in Reference
width of  size type watermass
adult (um)
(mm)
L. Brooding in parental tube Diopatra 48 600 200 Simultaneous Ent- Direct None Arias et al., 2013
marocensis hermaphrodite aquasperm
8 other 57 600 Upto300 ? ? Direct None Paxton 1993; Pires et al
Diopatra —1400 2012
species
Il Direct development in  Diopatra  ? ? ? ? ? Direct None Day, 1960; Paxton, 1993;
cocoon (based on sp. Pires et al., 2012c

insufficient information,
robably same as type I)

IIL Brooding in gelatinous Diopatra 52 260 Thousands Simultaneous Ect- Lecithotrophic <1 day as Present study
masses or sacs attached biscayensis hermaphrodite aquasperm trochophores metatrochophore
to parental tube with previous before settling
protandrous
phase
2 other 10 280 250to ? ? Direct None Paxton, 1993; Pires et al
Diopatra —350 thousands 012
species
IV. Broadcast spawning Diopatra 13 200 Thousands Dioecious Ect- Lecithotrophic 4-5 days Cazaux, 1970; Bhaud and
neapolitana aquasperm trochophores (
6 other 13 200 Thousands ? ? Lecithotrophic ?
Diopatra -260 trochophores

species

La reproduction par sacs gélatineux est répandue a raison de 13% d’apres une approche
holistique de la classe des polychétes par Wilson (1991) (Pandian, 2019).



2.2.3 Périodicité de reproduction

Les périodes de reproduction varient en fonction des différentes espéces du genre Diopatra
(Arias and Paxton, 2015; Pires et al., 2012c; Arias et al., 2016). Certaines especes comme
Diopatra marocensis pondent réguliérement tout au long de I’année, ce qui est caractérisé par
une présence constante d’ovocytes (Pires et al., 2012¢). A I’inverse, 1’espeéce D. neapolitana
possede une longue période de reproduction de cinq mois, puis s’en suit une période de repos
de deux mois (absence totale de gamétes males et femelles) (Arias et al., 2016). Cette
observation est contredite par Pires et al. (2012b) et Dagli et al. (2005) qui ont démontré que
I’espéce D.neapolitana avait une période de reproduction en continue. Toutefois les trois
articles sont d’accord sur la période du pic de reproduction en été pour les especes D.biscayensis
et D.neapolitana (Figure 7).

Janvier | Février | Mars | Avril | Mai | Juin | Juillet | Aout | Septembre | Octobre | Novembre | Décembre

Prolifération et croissance

- . >70% gros ovocytes
D.biscayensis (220-260um)

(Arias and

Paxton, 2015) Hermaphrodisme simuitané

Maturation et ponte

D.neapolitana Repos

(Arias et al., Hermaphrodisme protandrie
2016) séquentielle

Figure 7. Comparaison des trois étapes du cycle de reproduction annuel des especes D.biscayensis et D.neapolitana sur les
cotes nord espagnoles (Laura Vasseur, CAPENA).

2.2.4 Production des gametes et sacs gélatineux

L’espece d’intérét D.biscayensis fait partie de la reproduction de type III répertoriée par Paxton
(1993). La période de reproduction pour cette espece est caractérisée par une proportion
supérieure a 70% d’ovocytes présents dans le fluide ccelomique. I1 s’agit d’ovocytes de diamétre
compris entre 220 et 260 um. En ce qui concerne la production de sperme, elle peut &tre
quantifiée par la quantit¢ de fluide blanchatre présent dans les vers. En effet, plus on se
rapproche de la période estivale de reproduction, plus on retrouve une proportion importante de
vers tubes produisant ce fluide. Les échanges avec les pécheurs a pied professionnels ont
confirmé que les vers sont « en lait » a cette période et se conservent mal dés les mois d’avril

et mai, ce qui ne facilite pas leur commercialisation.

La morphologie des gametes femelles varie en fonction du stade de maturation. Un ovocyte non
mature est caractéristique car il possede des cellules nourricieres attachées a celui-ci, sous
formes de deux fils transparents. Les ovocytes matures n’ont plus de cellules nourricieres
attachées. Néanmoins, un ovocyte dit mature n’est pas forcément fécondable car il doit atteindre
une taille minimale de 220 um. Lors de la réalisation des profils ovocytaires, de nombreux
ovocytes matures ont €té recensés avec une taille inférieure a 220 um (Figure 8).



Figure 8. Ovocytes présents dans le fluide ceelomique de I’espece Diopatra biscayensis (Laura Vasseur, CAPENA). Une
graduation = 10pum. Gauche — Ovocyte non mature avec ses cellules nourriciéres. Centre — Ovocytes matures non
fécondables. Droite — Ovocyte mature fécondable.

Bien que D.biscayensis fasse partie du type III de reproduction, aucun sac gélatineux n’a été
trouvé sur le terrain en France pour cette espéce. En effet, les professionnels péchant ce ver tube
tout au long de I’année, ont été formels sur ce sujet. De plus, Andres Arias (1" auteur de ’article
traitant de la biologie et la reproduction de D.biscayensis) a également précisé qu’il n’avait
jamais vu de sacs gélatineux de vers tubes sur les coOtes francaises. Néanmoins, les sacs
gélatineux restent une méthode de reproduction répandue chez les polychétes comme il a été
précisé précédemment. C’est la raison pour laquelle on peut en retrouver régulicrement en
période estivale sur I’estran. De plus, ce type de reproduction limite le déplacement des larves
pour que I’environnement extérieur reste appropri¢ a leur implantation. Selon Woodin et al.
(2014), les larves de I’espece D.biscayensis ne dépassent pas les 50 km autour de leurs
géniteurs.

Arias et Paxton (2015) ont démontré que les juvéniles males produisent plus de sperme que les
vers hermaphrodites. Le sperme a [’origine de la fécondation semble donc provenir
principalement des juvéniles males. En effet, la production d’ovocytes demande beaucoup plus
d’énergie car ce sont des cellules plus grosses et plus complexes que les spermatozoides.
L hypothése émise dans cet article est que la fécondation s’effectue grace a des individus
directement présents sur le tube (figure 9). Pour vérifier, il faudrait inspecter chaque tube ou
ont été retrouvé des sacs gélatineux pour y trouver d’éventuelles traces de tubes de juvéniles.
L’autre technique possible pour valider cette hypothése est de réaliser une analyse génétique
pour voir les similarités.

' i ¢ A
sy, A i
Figure 9. Partie antérieure du tube de 1’espéce Diopatra biscayensis dans I’estuaire San Vicente de la Barquera sur lequel
sont attachés des vers juvéniles (Arias and Paxton, 2015).

Des phénomeénes d’autofécondation sont communs chez les spécimens de large diametre dans
des conditions d’isolement (Sella, 2006; Arias and Paxton, 2015).
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2.3 LE DEVELOPPEMENT LARVAIRE ET LE STADE JUVENILE

Le développement larvaire de I’espece D.biscayensis passe par différents stades larvaires.
Quatre a six heures apres la fécondation dans le sac gélatineux, il s’agit d’une larve au stade
trochophore, qui posséde un sac vitellin. A partir de 48h, le sac protecteur débute sa
désintégration tout en gardant les larves au stade métatrochophore. Lorsque le sac est
completement détruit apres trois jours, les larves deviennent planctoniques pour une durée de
moins de 24h. A cette étape, le ver cherche a s’implanter et former son tube sur du sédiment
propice a son développement (Arias and Paxton, 2015). En raison de la récente découverte de
I’espéce, il n’existe pas dans la littérature de description morphologique précise des stades
larvaires pour D.biscayensis. Néanmoins, les stades larvaires de 1’espéce proche
morphologiquement D.neapolitana, ont été décrit par Fauvel (1923) dans son livre « les
polychetes errantes » (Figure 10).

Figure 10. Description des stades larvaires de Diopatra neapolitana. 1-Protrochophore (24h, L= 215 um). 2-Métatrochophore
(3 jours, L=240 pm). 3-Métatrochophore (4 jours, L= 390 pm). 4-Erpochaete (6 jours, L= 550 um) (Fauvel, 1923)

Selon Woodin et al. (2014), les vers tubes d’un diamétre inférieur a 5 mm sont des jeunes dits
de P’année. On peut trouver des individus hermaphrodites a des diameétres de 3 mm au
minimum, mais a partir de 6 mm, les vers tubes le sont exclusivement (Figure 11).
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Figure 11. Schéma récapitulatif du cycle de vie de ’espéce Diopatra biscayensis (Laura Vasseur, CAPENA). Les valeurs
indiquées en mm correspondent a la taille du diamétre au 10°™ sétigére de I’individu.

Notons que d’apres les observations personnelles de Safarik et al. (2006), I’espérance de vie de
I’espéce Diopatra aciculata élevée en Australie, peut atteindre les 6 ans. Les principales
techniques de suivi de croissance des polychétes se basent sur le poids individuel, le nombre



total de sétigeres et/ou le diametre a un sétigere donné (Duchéne, 1982). Néanmoins ces
techniques nécessitent de récolter et de ramener les individus pour les étudier en laboratoire.
Un outil a été spécialement créé par Woodin et al. (2014) pour permettre la mesure in situ du
diametre interne de ’extrémité du tube. Il s’agit de deux cones marqués par des anneaux
indiquant différentes tailles de diamétre. Grace a cet outil, une corrélation entre le diametre du
10°me sétigére et celui de Iouverture des tubes a été mise en évidence. Nous avons pu nous
procurer cet outil de mesure unique, mais suite a des tests sur des individus de diametre
supérieur a Smm, aucune corrélation n’a été mise en évidence. Il n’y a donc pas eu de suite pour
ce type de suivi (annexe 1).

2.4 L’ESPECE DIOPATRA BISCAYENSIS DANS SON MILIEU NATUREL

2.4.1 Répartition spatiale de I’espéce Diopatra biscayensis

L’espece est recensée tout le long des cotes nord espagnoles, notamment pres de la Baie de San
Vicente et Santander. En ce qui concerne la population frangaise de D.biscayensis, elle est
concentrée sur la cote Atlantique : de la baie d’Arcachon jusqu’au sud Bretagne, au niveau de
la trinité-sur-mer. Cette espéce a également ¢té identifiée dans certaines localités du golfe
normano-breton, notamment sur la plage de Sainte-Anne, alors que les températures ne sont
normalement pas adéquates pour le développement de D.biscayensis. En effet, son cycle de
reproduction dépend de la température qui ne doit pas étre inférieure a 18°C sinon celui-ci n’est
pas possible (Wethey and Woodin ,2008). L’analyse génétique de différentes populations a mis
en ¢vidence que la diversité génétique la plus importante est issue de la population située en
Espagne. Ensuite, les transferts d’huitres espagnoles vers Arcachon, ont permis a la population
de vers tubes de s’étendre progressivement jusqu’a la limite sud de la Bretagne. La zone de la
baie d’Arcachon posseéde une population génétique tres différente qui peut étre due a sa forte
activité conchylicole et I’utilisation des vers tubes dans la péche de loisir. Ensuite, les individus
retrouveés a Saint-Anne en Normandie proviennent surement d’une introduction anthropique via
le transport de matériel ostréicole et mytilicole (Figure 12). Cette implantation a probablement
été facilitée par le réchauffement climatique pour que les eaux normandes soient plus
accueillante pour le développement de cette espece de ver tube (Galaska et al., 2021).
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Figure 12. Carte des mouvements de population de I’espéce de ver tube Diopatra biscayensis. Violet — Zones ou 1’on peut
retrouver cette espece. Fléche verte — Déplacements via des transferts d’huitres. Fléche bleue — Déplacement via du matériel
mytilicole. Fléche orange — Introduction d’une population génétique variée via I’utilisation des appats de péche. (Laura
Vasseur, CAPENA adaptée de Galaska et al., 2021)
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2.4.2 Le régime alimentaire

Les annélides ont des régimes alimentaires qui varient en fonction des différentes familles. Le
ver Hediste diversicolor est omnivore alors que Pseudopolydora antennata est un détritivore
(Fauvel, 1923). En ce qui concerne le genre Diopatra, selon Leguerrier et al. (2004) le ver tube
est un carnivore qui chasse des proies vivantes qui passent prés de son tube. Néanmoins, peu
de travaux se sont concentrés sur le régime alimentaire des vers Diopatra. Dans certains
travaux, on trouve des expérimentations ou ils sont nourris avec des morceaux d’algues (De
Murtas and Sini, 2003). Du fait de la présence de deux mandibules puissantes dans la région
buccale, cela laisse supposer que le ver tube a un comportement de prédation. Ces mandibules
permettent d’attraper la proie puis de la tirer rapidement dans son tube tout en évitant de se faire
lui-méme prédater ou voler sa nourriture.

D’autre part, lors des expérimentations réalisées durant ce projet, des grains de sables provenant
des aquariums ou les vers étaient maintenus depuis plusieurs semaines ont €té observé dans
certains de leur tube digestif. Lors de ces expérimentations les individus n’étaient pas nourris.
Ce comportement ressemble a celui du ver Hediste diversicolor décrit par Costa et al. (2006),
ou I’on retrouve un pourcentage non négligeable de sable dans son appareil digestif. En effet,
il se nourrit des organismes (microalgues telles que les diatomées, méio et macrofaune) que
I’on peut retrouver sur le substrat de la zone intertidale. Néanmoins, il s’agit d’individus
provenant des bacs d’expérimentations et ce comportement n’a pas été vérifié dans le milieu
naturel. Pour I’expérience en systéme clos, le choix de I’alimentation s’est porté sur la
complémentarité de I’appétence des granulés (annexe 2) et de morceaux d’huitres notamment
pour son apport protéique. La fréquence de nourrissage et la quantité d’aliments a évolué¢ en
fonction du gain de masse des vers tubes (cf § 4.2).

Les vers tubes semblent donc avoir un comportement alimentaire que 1’on peut qualifier
d’opportuniste. Pour I’espece D.neapolitana, 1a préférence se tourne vers les invertébrés comme
d’autres polychetes et amphipodes, lorsque la nourriture est disponible. Dans le cas contraire,
ils se nourrissent des détritus proches de leur tube.

2.4.3 Processus de régénération des parties amputées

Les especes du genre Diopatra n’ont pas toutes les mémes capacités de régénération. La
majorité des espéces ¢tudiées peuvent régénérer leurs parties antérieures alors que d’autre non
comme D.aciculata, D.dentata et D.maculata. En ce qui concerne la partie postérieure, la
majorité des especes peuvent la régénérer sauf les especes D.sugokai et D.tuberculantennnata

25 30 35

The anterior ends do The posterior ends do not survive.

not survive. Some of Some of the anterior ends survive and
the posterior ends regenerate the posterior part. 100%
survive and regenerate survival is obtained when the cutis
the anterior part, performed beyond the branchial region

100

80

60
40
20

0

Chaetiger (3-4) 10 15 20

Survival (%)

40 (45-55)

No survival

Figure 13. Pourcentage de survie de I’espece D.neapolitana a chaque niveau d’amputation (Pires et al., 2012a)
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Figure 14. Photographies de 1’espéce D.biscayensis a différents stades de régénération (Laura Vasseur, CAPENA). Gauche — Comparaison de
deux parties antérieures dont I’une est en pleine régénération (fleche blanche). Centre — Partie postérieure en début de régénération. Droite —
Individu avec des zones de différentes couleurs ce qui démontrent d’une régénération passée (fleches blanches).

(Pires et al., 2012a). Le pourcentage de survie a été ¢tudié en fonction de la zone de section, sur
I’espéce Diopatra neapolitana. Ils en ont conclu que plus la zone de section se situe proche du
20°me sétigére, moins le ver tube a de chance de survivre (Pires et al., 2012a) (Figure 14). Dans
cet article, ’espece d’intérét Diopatra biscayensis n’est pas mentionnée car elle n’a pas été
encore décrite. Néanmoins Arias et Paxton (2015) ont remarqué des signes de régénération
antérieure et postérieure sur 30% des spécimens prélevés dans le milieu naturel. Des
observations similaires ont été faites dans le cadre de ce projet, avec des individus récoltés qui
possédaient des marques évidentes de régénération (Figure 13). Cette caractéristique peut étre
intéressante dans le cadre d’un élevage puisqu’elle offre une forte robustesse a cette espece et
notamment lors des diverses manipulations.

2.4.4 Remarques supplémentaires sur le genre Diopatra

Le ver tube est un organisme dit sédentaire du fait de son tube implanté dans le sédiment.
Néanmoins au cours de son cycle de vie, il est amené a changer de tube lorsqu’il grossit car il
peut se retrouve a I’étroit en particulier durant les stades juvéniles.

En ce qui concerne la prédation de cette espéce, peu de potentiels prédateurs sont répertoriés.
Il s’agit d’oiseaux marins qui profitent de la marée basse pour chasser ce ver. Le second
prédateur cité dans la littérature est la raie brunette, Raja undulata (Arias and Paxton, 2015).
On peut également supposer que les poissons marins (téléostéens) soient aussi des prédateurs
puisque I’on utilise ces vers comme appats de péche.

2.5 TECHNIQUES DE PECHE ET SITES EXPLOITES

La technique de récolte la plus employée par les pécheurs a pied de loisir et professionnels est
I’utilisation de la pelle a ver tube. Cet outil est spécifique pour ce type de ver car la partie plate
est longue et étroite. Son extrémité est aiguisée pour couper facilement les tubes (Figure 15).
Les vers récoltés sont stockés dans un panier a maille de 9mm. Un panier de ce type a été réalisé
a partir de vieilles poches a huitres dans le cadre du projet (Figure 15). Cela permet de les garder
en contact avec le sédiment humide et de les nettoyer facilement dans la mer. Une autre
technique de péche consiste a pécher les vers un par un en utilisant du gros sel comme pour la
péche aux couteaux. Grace a cette technique, les vers peuvent étre récoltés en entier. Elle est
peu employée car elle demande de I’entrainement et que le rendement est faible.
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Avant de commencer le projet, une prospection a été réalisée sur plusieurs sites pour estimer la
densité et la taille moyenne des vers. Cing sites ont ¢té visités et deux ont été exploités pour les
expérimentations car ils correspondaient a nos attentes en raison de leur forte densité, diversité
de classe d’age hétérogene et de I’accessibilité de la zone de récolte(Figure 16).

Figure 15. Matériels (gauche) et technique standard (droite) pour récolter les vers tubes en milieu naturel (Laura Vasseur,
CAPENA)

Marennes plage
Plage du soleil, Saint-
Trojan-les-Bains
Plage de Gafsean.
Sous le pont de la
Seudre
Plage de Ronce ]

bains

Figure 16. Carte répertoriant les sites prospectées pour la récolte des vers tubes. Jaune — Les sites de prélévements. Vert —
Les sites visités mais non-exploités. (Laura Vasseur, CAPENA)
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3 MAITRISE DU CYCLE DE REPRODUCTION DE L’ESPECE
DIOPATRA BISCAYENSIS

3.1 OBIJECTIF

L’objectif de cet axe est de comprendre et de contrdler le cycle de reproduction de 1’espece
Diopatra biscayensis. Pour cela, plusieurs expériences ont ét¢ menées afin de provoquer
I’accélération de la maturation des gametes femelles pour obtenir des ovocytes matures et
fécondables et déclencher une ponte afin d’obtenir des larves.

La période de reproduction de D.biscayensis s’étend de début aolt a fin septembre sur les cotes
nord espagnoles (Arias and Paxton, 2015). En conditions controlées, 1’obtention de larves pour
cette espece n’a pas €té décrite dans la littérature. La reproduction artificielle de D.neapolitana,
espece proche de D.biscayensis est mieux connue, et a été réalisée avec succes (Conti et Massa,
1998). Ces résultats et les techniques de maturation ovocytaire d’autres organismes ont été
utilisées pour mettre en ceuvre les expérimentations sur la reproduction de D.biscayensis.

3.2 MATERIELS ET METHODES

Quatre expériences ont ét€ menées in vitro pour initier la maturation par stimuli thermique,
optimiser la maturation en adaptant la densité et pour tester la reproduction artificielle. En
paralléle, un suivi de la maturation de I’espéce en milieu naturel a été effectué.

3.2.1 Suivi de la maturation ovocytaire des vers tubes provenant du milieu naturel

Pour comparer et suivre 1’évolution de la maturation des ovocytes du ver tube D.biscayensis
dans son milieu naturel, des profils ovocytaires ont été réalisés chaque mois. Pour avoir une
représentation correcte de la population, trente vers sont prélevés dans le milieu naturel pour
espérer en avoir au minimum douze qui possedent des ovocytes. Les profils ovocytaires sont
analysés au laboratoire, selon le protocole d’Arias et Paxton (2015) qui est détaillé dans
I’annexe 3. Dans les grandes lignes, la méthodologie employée a consisté dans un premier
temps a tuer les vers puis les disséquer et analyser leur contenu sous microscope. Les
observations consistent a relever les diamétres de quarante ovocytes par individu. Les valeurs
moyennes (indiquées « Moy » puis de la valeur) des différents diamétres ovocytaires sont
réparties par intervalle de taille comme indiqué ci-dessous :

- moy40 =120 ; 60]
- moy80 =160 ; 100]

- moy120 =100 ; 140]
140 ; 180]
180 ; 220]
- moy240 = ]220 ; 260]

- moy160

]
]
- moy200 = |
]

De plus, une sonde HOBO Data Logging Solutions a relevé la température toutes les heures, au
niveau de la plage du Soleil a Saint-Trojan-les-Bains entre le 30 mars et le 8 aotit (annexe 4).
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3.2.2 Induction de la maturation ovocytaire et de la ponte in vitro en réponse a la température

Une série d’expériences a ét¢ menée au cours de ce projet, pour lesquelles leur protocole a été
adapté en fonction des résultats de la précédente. En ce qui concerne les conditions d’¢élevage,
elles ont été affinées a la suite d’une premiere expérimentation qui a mis en évidence certains
parameétres a améliorer : forte variation de température jour/nuit, faible influence de la
photopériode et densité de ver trop faible pour avoir une analyse rigoureuse a la fin de
I’expérience.

Matériel utilisé

Deux aquariums de 100L sont utilisés pour les différentes expérimentations sur la reproduction
(Figure 17). Pour chaque aquarium, un systéme de pompe a air et des résistances électriques
sont installés pour respecter au mieux la température choisie et maintenir un taux d’oxygene
supérieur a 80 %. Un changement d’eau d’un tier du volume total est effectu¢ toutes les
semaines. L.’eau issue d’un chenal voisin est prélevée grace a une pompe vide-cave, filtrée puis
décantée. Les aquariums sont compartimentés en plusieurs bidons coupés et troués pour
favoriser les mouvements de 1’eau. Chaque bidon est rempli de sable grossier provenant d’une
zone naturelle proche du CAPENA, sur une hauteur d’environ 20 cm. Durant la réalisation de
ce projet, la densité naturelle des vers tubes prélevés sur la plage de Saint-Trojan-les-Bains a
été évaluée a 79 individus/m? au mois de mars. Dans un but d’avoir une quantité suffisante de
vers hermaphrodites possédant des ovocytes apparents, pour chaque prélévement, nous avons
disposé 24 individus dans I’aquarium, soit 6 par bidon ce qui représente une densité avoisinant
les 250 individus/m? (trois fois plus que la densité en milieu naturel).

Les vers ne sont pas nourris durant les expérimentations. Ce choix a été fait suite a des
observations ou les vers ne sont pas stimulés par des granulés déposés pres de I’entrée de leur
tube suggérant qu’ils ne mangent pas pendant cette période. De plus, il a ét¢ démontré en
salmoniculture qu’il existe des interactions entre nourriture et reproduction. Notamment pour
I’¢levage de truites reproductrices, elles ne sont pas nourries avant et pendant la période de
ponte pour que les réserves énergétiques soient orientées sur 1’ovogénese (Luquet and
Watanabe, 1986).

A chaque fin d’expérimentation, I’eau des aquariums est filtrée a 150 um, les filtrats sont
analysés au microscope.

Figure 15. Aquariums utilisés pour les différentes expérimentations (Laura Vasseur, CAPENA)

M¢éthodes utilisant la température afin d’induire la maturation ovocytaire

La premiére expérience compare 1’approche de la technique du choc thermique a celle de
I’augmentation progressive de la température. Le choc thermique est facile a réaliser a grande
échelle, c’est pourquoi nous avons voulu tester cette technique dés le début des
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expérimentations. Celle-ci s’est déroulée sur une période de deux semaines. La température
seuil pour les deux aquariums est fixée a 21°C correspondant a la température moyenne de 1’eau
en aolt dans le bassin de Marennes-Oléron (source CAPENA). La période estivale étant la
période de reproduction en Espagne, 21°C semble étre la température adéquate pour tenter de
faire maturer les ovocytes des vers tubes D.biscayensis.

La deuxieme expérience a pour but de comparer deux augmentations progressives de la
température car cette technique a donné¢ de meilleurs résultats lors de la premiére expérience,
par rapport au choc thermique. C’est pourquoi dans cette expérience deux températures seuils
ont été testées, 'une a 21°C et ’autre a 25°C, sur une période d’un mois. L’ hypothése soulevée
dans cette expérimentation est qu’une hausse de la température impacte 1’accélération de la
maturation ovocytaire.

M¢éthodes utilisant la température afin d’induire la ponte

La troisiéme expérience consiste a tester 1’effet du choc thermique sur le déclenchement de la
ponte de la méme fagon que pour les huitres Crassostrea gigas en écloserie (Helm and Millican,
1977). Ainsi, apres deux semaines de stabulation dans une eau a 22 °C, le renouvellement d’eau
a ¢été réalisé avec une eau préalablement chauffée a 27/28°C et maintenue a cette température
pendant deux autres semaines. L’expérience a été suivie au quotidien pour déceler 1’apparition,
ou non, de sacs gélatineux. Un profil ovocytaire issu de sept vers tubes a été réalisé a la fin de
I’expérimentation (annexe 5).

3.2.3 Méthode pour étudier la densité des individus sur la maturation ovocytaire

I1 a été démontré pour les especes de polychetes Ceratonereis pseudoerythraeensis et Polydora
ligni, que I’augmentation de la densité d’¢élevage est corrélée a une réduction de la reproduction
et au recrutement de juvéniles (Kent and Day, 1983 ; Zajac, 1985). Dans cette expérience, plus
proche de la situation naturelle, deux vers hermaphrodites avec un juvénile ont été disposés
dans chaque bidon de I’aquarium avec une eau maintenu a 21°C pendant 1 mois. Le but de cette
expérimentation est de tester I’impact de la densité des individus sur la maturation ovocytaire.
Ainsi, la densité a été réduite de moitié, a 125 individus/m? par rapport aux autres expériences.
Soit 250 individus/m? pour les expériences utilisant la température pour induire la maturation
ovocytaire (cf 3.2.2). Le matériel utilisé est identique (cf § matériel utilisé, partie 3.2.2). A
I’issue de I’expérience, un profil ovocytaire issu de cing vers tubes a été réalisé (annexe 5).

3.2.4 Reproduction artificielle

Le but de cette expérience est d’obtenir des larves grace a une fécondation in vitro. Le protocole
utilisé a été inspiré par ceux décrits par Pires et al. (2012a) et Conti et Massa (1998) axés sur
I’espéce Diopatra neapolitana. Avant de commencer 1’expérimentation, dix-huit vers tubes ont
¢té mis a maturer pendant deux semaines dans une eau a 22°C. La phase d’incubation s’est
déroulée dans une salle isotherme qui nous a été prétée par le lycée de la mer de Bourcefranc-
le-Chapus pour maintenir une température constante de 22°C.

Sept individus matures (trois hermaphrodites et quatre males) ont été scarifiés au niveau du
50°me sétigére puis stockés séparément, dans 15 mL d’eau de mer filtrée a 40 pm (Figure 18)
pendant 15 min, dans le but de libérer les gametes des vers. Ensuite, 1 mL de solution contenant
la semence a été prélevé, puis les deux types de gametes sont mélangés dans une boite de pétri
remplie de 15 mL d’eau filtrée. La fécondation est réalisée a partir de trois couples différents et
est répliquée a trois reprises. Une derniére condition a été testée en rassemblant les gametes
femelles des trois hermaphrodites utilisés précédemment. Cette derniére condition a été
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fécondée avec un donneur de sperme différent, toujours avec trois réplicas. On se retrouve donc
avec 4 fécondations différentes et par conséquent, douze boites de pétri ont été générées pour
cette expérience (Figure 18). Un schéma descriptif du protocole se trouve a 1’annexe 6.

Le suivi s’est déroulé sur quatre jours et les heures de prélévements ont été choisies en fonction
de la physiologie du ver décrite dans la littérature :

5h - stade trochophore (Arias and Paxton, 2015)
19h - larve protochophore nageante (Pires et al., 2012b)
48h - stade métrotrochophore (Arias and Paxton, 2015)
72h - larve nageante moins de 48h (Arias and Paxton, 2015)

Un changement d’eau est réalisé tous les jours en enlevant 5 mL par boite de pétri et en ajoutant
7 mL pour compenser I’évaporation et le prélévement d’échantillon journalier Dans chaque
boite de pétri, 1 mL est prélevé et conditionné dans des tubes Eppendorfs conservés a basse
température dans une glaciere pour le transport. Chaque échantillon est observé au microscope
pour suivre 1I’évolution de la fécondation. La température est prise tout au long de
I’expérimentation par une sonde HOBO Data Logging Solutions (annexe 7).

Individu hermaphrodite Individu méle

Figure 16. Photographies de 1’installation de 1’expérimentation de reproduction artificielle pour ’espéce Diopatra biscayensis
au lycée de la mer de Bourcefranc-le-Chapus (Laura Vasseur, CAPENA). Gauche — Incubation de deux individus utilisés
pour I’expérience pour y prélever leurs gamétes. Droite — Les 12 boites de pétri contenant les gameétes.

3.2.5 Analyses statistiques

L’ensemble des données est présenté dans le texte sous forme de moyenne et de proportion.
Lorsque cela sera jugé pertinent, la variabilité des résultats sera présentée sous la forme d’écart-
type. La comparaison des proportions d’ovocyte est testée avec le khi deux. L’ensemble des
donnés sont traitées avec les logiciels R et RStudio© (version 1.1.453).

3.3 RESULTATS

3.3.1 Suivi de la maturation ovocytaire des individus provenant du milieu naturel

La figure 19 met en évidence 1’augmentation progressive de la taille moyenne des ovocytes
présents dans le fluide ceelomique des vers tubes provenant de la plage du Soleil a Saint-Trojan-
les-Bains. Le diameétre ovocytaire moyen a augmenté progressivement du mois de mars a aotit
en passant de 63 um a 194 um (Figure 19).
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Figure 17. Moyenne des diamétres ovocytaires de D.biscayensis (um = écart type) par mois pendant la période d’étude au
niveau de la plage du Soleil, Saint-Trojan-les-Bains

Ces résultats se traduisent par une évolution graduelle des effectifs de chaque classe de taille
d’ovocyte (Figure 20). En effet, les classes de tailles majoritaires en mars et avril étaient
respectivement celles de 40 um (respectivement 53% et 31%) et de 80 um (respectivement 47%
et 52%). En mai, les proportions de chaque classe étaient homogenes. Enfin, en juillet et aoft,
la classe de taille majoritaire était la 200 pm (respectivement 45% et 59%). Il y a eu jusqu’a
16% d’ovocytes fécondables (classe 240 um) en aoft.

Par ailleurs, il a été observé dans un méme individu a chaque reprise, différentes classes de
diametres ovocytaires indiquant des différences de développement dans la maturité¢ des
ovocytes (Figure 20). L’ovogénése est donc asynchrone chez ce ver D.biscayensis.
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Figure 18. Histogrammes des fréquences de classes de diamétres ovocytaires de D.biscayensis provenant de la plage du
Soleil, Saint-Trojan-les-Bains, de Mars a Aout 2021
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3.3.2 Induction de la maturation ovocytaire en aquarium en réponse a la température

Comparaison augmentation progressive de la température et choc thermique (Expérience 1)

Une variation de la température de 1’eau comprise entre 20 et 22°C a été observée alors que la
température ciblée était de 21°C (annexe 8). La premiére modalité de cette expérience était de
tester 1’augmentation progressive de la température (Figure 21-A) et celle-ci montre un
déplacement significatif de la taille des ovocytes vers les diametres de plus en plus gros. Cette
caractéristique a €été observée pour les deux comparaisons de temps de prélévements : TO versus
T1 et T1 versus T2. Le plus remarquable est la valeur de 10,6 % des ovocytes de diametre de
240 um en moyenne a T2 qui a significativement augmentée par rapport a T1 avec une valeur
de 1,9 % (p<0,05).
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Figure 19. Histogrammes des fréquences de classes de diamétres ovocytaires de I’espece D.biscayensis par temps de
prélévement (TO = avant la mise en eau, T1 = 1 semaine et T2 =2 semaines) pour ’expérience 1. A — modalité testant une
augmentation progressive de la température a 21°C. B — Modalité testant un choc thermique a 21 °C.
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En ce qui concerne la modalité testant le choc thermique (Figure 21-B), les fréquences dans
chaque classe de taille sont restées relativement similaires au cours des deux semaines
d’expérimentations. Aucune différence significative entre TO, T1 et T2 n’a pu étre montrée pour
la classe de diamétre de 240 um. L ensemble des résultats des tests du Khi? sont regroupés dans
I’annexe 9.

Lorsque les deux modalités de 1I’expérience 1 sont comparées (Tableau 2), on peut remarquer
que les proportions sont significativement différentes pour les classes de diametres les plus gros
(200 et 240), apres deux semaines d’expérimentation (respectivement P<0,001 et P<0,01).

Tableau 2. Nombre d’ovocytes par classe de taille obtenus aprés une et deux semaines (T1 et T2 respectivement)
d’expérimentation pour la modalité « Augmentation progressive de température » (Nayg) et « Choc thermique » (Nchoc). Les
statistiques du test du Ki? sont également représentées.

Temps Taille Naug Nenoc F Khi? p-value
moy40 52 106 3,55 0,06
moy80 86 166 474 0,03 (%)

moy120 67 63 0,24 0,63

TI | moyl60 101 30 11,9 0,6 x 107 (+*%)
moy200 48 32 1,33 0,25
moy240 6 3 0,35 0,56
moy40 15 55 9.74 0.2 x 102 (+*)
moy80 51 92 8.34 0.4 x 102 (+*)

o) moy120 51 59 2,1 0,15
moy160 91 57 0,04 0,85
moy200 219 56 12,5 0,4 x 1073 (***)
moy240 51 1 9,72 0,2 x 102 (**)

* (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001)

Comparaison d’augmentation progressive a des températures seuils différentes : 21 et 25°C

La deuxiéme expérience comparant 1’augmentation progressive a des températures
seuils de 21°C ou de 25°C, montre que 1’évolution la plus marquée s’est passée sur les
deux premicres semaines de l’expérimentation (entre TO et TI1, pour les deux
graphiques de la figure 22). En effet, la proportion de la classe de diameétre
correspondant a 200 um est significativement différente a partir de T1 que ce soit avec
une température atteignant 21°C ou 25°C (respectivement 74% et 68%, p<0,001).
D’apres les résultats obtenus a la fin de cette deuxiéme expérience, au bout d’un mois
(T2), les proportions de chaque classe de taille de diamétre n’ont pas évoluées.
L’ensemble des résultats des tests du Khi? sont regroupés dans I’annexe 10 et le suivi
de température dans I’annexe 11.
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Figure 20. Histogrammes des fréquences de classes de diamétres ovocytaires de 1’espece D.biscayensis par temps de
prélévement (TO, T1 = 2 semaines et T2 = 1 mois). A — Expérience d’augmentation progressive de la température a 21°C. B —
Expérience par augmentation progressive de la température a 25°C (Laura Vasseur, CAPENA)
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La comparaison entre les deux conditions ne montre aucune différence significative pour la fin
de I’expérimentation (T2) (Tableau 3). Ceci suggére que I’augmentation progressive a 25°C n’a
pas plus d’impact sur la maturation des ovocytes par rapport a une température qui plafonne a
21°C.

Tableau 4 Résumé du test du Khi? pour comparer la fréquence des classes de diamétres entre les deux conditions en fonction
des temps de prélévements (TO, T1 = 2 semaines ou T2 = 1 mois) pour I’espéce D.biscayensis (dl =1)

Temps ng”:;:tf: Nzrec Nosec F Khi? p-value
moy40 4 34 5,19 0,022 (*)
moy80 8 48 6,15 0,013 (*)
moy120 9 10 0,1 x10° 0,99

Ti moy160 59 19 57 0,016 (*)
moy200 298 299 0,3 0,58
moy240 22 28 0,062 0,8
moy40 2 11 1,3 0,25
moy80 22 22 0 1

™ moy120 29 27 0,014 0,9
moy160 92 86 0,04 0,83
moy200 280 286 0,01 0,9
moy240 55 48 0,1 0,75

* (P<0,05), ** (P<0,01), *** (P<0,001)

3.3.3 Test de reproduction artificielle

Les profils ovocytaires révelent une majorité d’ovocytes de diametre compris entre 180 um et
220 um provenant du fluide ccelomique pour les trois vers tubes hermaphrodites. Nous
observons moins de 10% des ovocytes en fin de maturation donc fécondables de taille
supérieure a 240 um en moyenne (Figure 23). De plus, 1’analyse au microscope des
prélévements n’a pas révélé d’ovocytes fécondés ou d’ovocytes en cours de division cellulaire
spécifique au développement pré-larvaire. Les ovocytes ont commencé a se décomposer a partir
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Figure 22. Histogrammes des proportions de diamétres ovocytaires par classe de taille en fonction des trois individus étudiés



3.4 DISCUSSION

3.4.1 Suivi de la maturation ovocytaire des vers tubes D.biscayensis sur le site de Saint-Trojan-
les-Bains

Le suivi des individus D.biscayensis en milieu naturel sur le site de Saint-Trojan-les-Bains a
mis en évidence un décalage de la période de reproduction par rapport aux vers tubes étudiés
en Espagne par Arias et Paxton en 2015. La population de D.biscayensis espagnole semble
avoir des ovocytes matures plus tot dans 1’année par rapport aux vers tubes de Charente-
Maritime. La cote nord espagnole a une température plus €¢levée en période estivale par rapport
a la Charente-Maritime. A Santander en Cantabrie, la température moyenne en été est d’environ
22,6°C soit plus de deux degrés qu’en Charente-Maritime (seatemperature.info/fr/). Le stage de
Master 2 dédi¢ a cette expérimentation se terminant mi-aolt, il n’a pas été possible d’analyser
les ovocytes de vers tubes préts a pondre, ni de pontes récoltées sur 1’estran. Si I’augmentation
moyenne du diamétre ovocytaire reste constante, la période de ponte des vers tubes de
Charente-Maritime devrait débuter fin septembre au plus tot. Il faudrait analyser cela en
regardant la présence de sac gélatineux sur I’estran et/ou continuer les mesures de tailles des
ovocytes durant cette période de I’année.

La présence ou non d’ovocytes a €té une problématique tout au long de I’étude sans vraiment
réussir a comprendre la raison de ce phénoméne. Selon (Pires et al., 2012c), la présence
d’ovocytes dans le fluide cecelomique des spécimens est variable en fonction des mois et suit le
méme schéma deux années de suite. D’autres parts, ils posent I’hypothése que la majorité des
individus sans ovocytes ont leur partie antérieure régénérée. L’organisme choisirait donc de
favoriser sa croissance somatique (le développement des parties arrachées) au détriment de sa
reproduction.

3.4.2 Test de I’accélération de la maturation ovocytaire en milieu controlé

Les résultats obtenus révelent qu’une maturation ovocytaire du ver tube D.biscayensis a lieu
dans une eau a 21°C avec une augmentation progressive de la température. En effet, la
stabulation a 21°C montre une proportion significativement plus importante des deux derniéres
classes d’ovocytes avec des gros diametres (moy200, moy240) par rapport a des ovocytes de
vers qui ont subi un choc thermique. Malgré cela, le stade final n’a pas ét¢ atteint. Selon Arias
et Paxton (2015), lorsque les vers sont préts a pondre, les ovocytes de 220 a 260 um sont
majoritaires a 70%. Or dans notre expérience, seulement 10% des ovocytes ont atteint cette
classe de taille. De la méme fagon, la proportion des gros ovocytes au cours de 1’expérience
d’induction progressive de la température pour atteindre 21°C et 25°C ne dépasse pas les 11,5%
et 10% respectivement, méme avec deux fois plus de temps pour maturer.

Les résultats obtenus sont difficilement comparables avec ceux de ’article d’Arias and Paxton
(2015) car il manque une information, a savoir la classe de taille a laquelle les ovocytes de 220
um appartiennent. En effet, un nombre non négligeable d’ovocytes étudiés mesuraient
exactement 220 um qui est a I’interface des deux dernicres classes de diametre. Malgré cela,
méme si ces ovocytes €taient intégrés dans la derniere classe (220-260 um), la proportion de
70% ne serait pas atteinte, comme dans I’article d’Arias et Paxton (2015). D’autre part, iln’y a
pas eu de ponte ni de sac gélatineux ce qui indique que les ovocytes n’étaient pas matures d’ou
I’influence d’autres facteurs a priori. Les aquariums étant a 1’intérieur, ils n’ont pas pu subir
I’influence du cycle lunaire et notamment les pleines lunes. Or, on sait par exemple que la
reproduction de I’espéce Hediste diversicolor dépend de ce facteur puisque le nombre de ponte
augmente en fonction de la nouvelle et pleine lune (Bartels-Hardege and Zeeck, 1997).
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L’impact de la densité sur la reproduction de I’espéce a été testé. Les résultats obtenus montrent
que ce facteur n’influence pas la fin de maturation, ni la ponte dans les conditions de
I’expérimentation (densité de 125 vers/m?). Tout comme le test du choc thermique apres deux
semaines de maturation en aquarium, les résultats de fin d’expérimentation ne révelent pas de
proportion de plus de 70% d’ovocytes de diamétres compris entre 220 et 260 pm (annexe 5).

Il est aussi important de préciser que les conditions d’élevage ont surement €té sous-évaluées.
En effet, pour des raisons pratiques et de mise en ceuvre des expérimentations, la hauteur du
sédiment ne dépassait pas les 20 cm. Alors que selon les estimations d’ Andrés Arias, la hauteur
optimale pour 1’espeéce Diopatra neapolitana est de 25 cm minimum. De plus, les vers étant
récoltés sur ’estran, la technique de capture a la pelle occasionne I’amputation d’une partie du
ver. Cette blessure engendre un stress qui joue un role important sur la maturation ovocytaire
(Zajac, 1985). En effet, Pires et al. (2012a) ont émis I’hypothése que les individus
hermaphrodites sans ovocytes majoritairement amputés serait la cause de 1’absence de gametes.

Pour les expérimentations futures il peut étre intéressant de respecter les 25 cm minimum de
hauteur de sédiment, tester I’influence de la lune et placer les aquariums dans une salle
1sotherme pour éviter les variations de températures, et surtout travailler avec des individus non
sectionnés et sans marque de régénération. L’ entreprise Aquabait a mis au point un anesthésiant
pour faciliter la récolte sans tuer ni couper les vers. Ce produit détend les vers et engendre leur
remontée progressive de leur tube. Il ne reste plus qu’a les récolter a la surface du sédiment.
Celui-ci étant breveté, nous n’avons pas eu acces a sa composition pour le tester dans nos
expérimentations.

3.4.3 Test de la reproduction artificielle

L’expérience n’a pas révélé de phénomeéne de fécondation. Malgré le faible pourcentage
d’ovocytes matures (<10%), la fécondation était probable car les conditions expérimentales
¢taient rassemblées pour favoriser ce phénomene. Ce résultat peut s’expliquer par le mode de
reproduction utilisé dans le milieu naturel sous forme de sac gélatineux (cf § 2.2.2). Les sacs
gélatineux n’ont pas seulement une fonction de protection en limitant la prédation par le
zooplancton par exemple. Il représente ¢galement un habitat favorable a la fertilisation de ses
ovocytes. C’est pourquoi la seule réunion des gametes males et femelles dans de 1’eau de mer
filtrée ne permet pas la fécondation pour ’espéce d’intérét D.biscayensis. Cette technique
fonctionne et a déja été réalisée avec succes pour 1’espece D.neapolitana car sa reproduction
de type III se fait en pleine eau et non pas par I’intermédiaire de sacs gélatineux (cf § 2.2.2).

3.5 CONCLUSIONS

Le cycle de reproduction de I’espece D.biscayensis est aujourd’hui encore incertain car les
observations par les pécheurs professionnels et la littérature sont contradictoires. Néanmoins,
les résultats des diverses expérimentations, en particulier ceux de I’expérience sur la
reproduction artificielle, tendent a confirmer I’utilisation de sac gélatineux comme mode de
reproduction pour cette espece. De plus, le suivi sur I’estran de la maturation ovocytaire des
vers tubes en milieu naturel en Charente-Maritime a montré qu’elle est progressive et qu’elle
s’effectue plus tard probablement a la toute fin de I’été et donc apres les individus de la cote
espagnole. En effet, les profils ovocytaires mensuels des vers tubes charentais sont similaires
mais en décalage par rapport a ceux espagnoles. La maturation peut étre stimulée en milieu
controlé, il est toutefois nécessaire d’améliorer les conditions d’¢élevage en jouant sur différents
facteurs comme la hauteur du sédiment, les variations de températures et en utilisant des
individus entiers. Il reste a comprendre le processus de fin de maturation et de déclenchement
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de la ponte pour obtenir des larves. Des nouvelles expérimentations testant des nouvelles
modalités telles que la photopériode ou le cycle lunaire pourront étre testées pour apporter de
plus amples informations.

4 PREMICES DE L’OPTIMISATION DES CONDITIONS
D’ELEVAGE

4.1 INFLUENCE DE L’OXYGENATION DU SEDIMENT SUR L’ELEVAGE DE VERS
TUBES

Les connaissances sur la compréhension du milieu et du mode de vie du ver tube D.biscayensis
doivent étre approfondies afin de répondre aux objectifs de développement d’un élevage en
bassin. La production de certains vers marins tels que Hediste diversicolor et Arenicola
hemarina demandent un milieu de vie oxygéné. Le taux de mortalité des vers H. diversicolor
est important lorsque 1’oxygeéne est peu présent. La ferme marine du Douhet (FMD) a
expérimenté un élevage de ces vers pour alimenter leurs crevettes impériales d’¢élevage (Peneus
Jjaponicus). 1ls ont remarqué que 1’ajout de systéme d’airlift (pompe qui permet d’aérer le
sédiment) dans les modules d’¢élevage diminuaient la mortalité des vers (FMD, communication
personnelle). L’entreprise Hemarina utilise des moulins brassant I’eau de surface et I’oxygénant
tout en simulant les marées (Figure 24). 4 contrario, les installations de 1’entreprise australienne
Aquabait ne semblent pas pensées pour oxygéner le sable ou sont élevés les vers tubes
D.aciculata (Figure 1). Lors des marées de récolte en milieu naturel, il n’est pas rare de trouver
des vers tubes dans un sédiment en condition anoxique. Cet habitat est une vase de couleur
noire et parfois odorante. On remarque cependant que le sédiment directement en contact avec
le tube est de couleur orangée, ce qui suggére la présence d’un phénomene d’oxydation.

L hypothése émise est que les vers tubes de 1’espece D.biscayensis n’ont pas besoin d’un
sédiment oxygéné pour survivre et que l’oxygénation du sédiment n’influence pas leur
développement. IIs capteraient I’oxygene directement a I’entrée de leur tube. Cette hypothése a
été testée en comparant la croissance des vers tubes D.biscayensis dans des conditions de
sédiment oxygéné et non oxygéné en systéme clos avec un renouvellement d’eau
hebdomadaire.

Figure 23. Photographie des installations de 1’entreprise Hemarina sur I’ile de Noirmoutier (source : site internet d’Hemarina)
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4.2 MATERIEL ET METHODES

L’expérimentation a duré trois mois, elle a débuté le 26 mars par la récolte des vers tubes dans
le milieu naturel et I’ensemencement des réplicas, et elle a pris fin le 18 juin. Deux bacs de 70L
de type « criée » ont été disposés a I’intérieur d’une grande cuve de 1200L. Un des deux bacs
est troué¢ pour favoriser I’oxygénation du sédiment. Ce dernier est composé d’un sable fin
provenant d’une plage a proximité immédiate du site du CAPENA. Chaque bac comprend trois
paniers fabriqués a partir de poches d’huitres et d’une maille fine (0,5mm) pour éviter le passage
des vers tubes a travers les poches (Figure 25). Pour les deux conditions, il y a trois paniers et
tous les mois un panier est prélevé pour analyse, afin de déterminer le poids individuel, qui est
calculé grace a la biomasse totale/nombre d’individus. Trente-cing vers tubes juvéniles (avec
un diametre inférieur a 5 mm) prélevés sur la plage de Gatseau, ont été disposés dans chaque
panier. Comme le précise Crisp (2009) pour ’espece Pomatoleis kraussii (Annelida,
Polychaeta), le stade juvénile correspond au taux de croissance le plus important. Ces vers sont
placés dans des conditions de densité plus élevées qu’en milieu naturel ; 200 individus/m? au
lieu de 150 individus/m? (source personnelle). L’installation n’est pas un systéme dynamique
avec un apport d’eau régulier, c’est pourquoi un changement d’eau est réalisé toutes les
semaines. De plus, une pompe a air (4001/h) a ét¢ installée pour oxygéner continuellement I’eau.
Au début de I’expérimentation, les vers étaient nourris une fois par semaine avec 5 g d’aliments
(2,5 g de granulés et 2,5 g d’huitres hachées) puis deux fois par semaine apres I’analyse des
individus lors du temps T1 (un mois d’expérimentation) le 23 avril 2021 (140mg/ver, une fois
puis deux fois par semaine). A partir du 27 mai (1 semaine apres le temps T2 qui représente
deux mois d’expérimentation) la quantité de nourriture est passée de 5 g a 6 g par bac.

Un suivi journalier des parametres du milieu est réalisé pour la température de ’eau, la
saturation en oxygene et la salinité¢ (annexe 12). Tous les individus sont pesés en eau pour
faciliter le maintien des vers dans de bonne conditions. La pesée a été réalisé au début de
I’expérience, puis chaque mois (T1, T2, T3).

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne, les barres d’erreur représentent I’écart type
pour les deux traitements en fonction des temps de prélévements. L’analyse des résultats a
montré que la normalité des valeurs n’est pas validée par le test de Shapiro-Wilk (p<0,001). En
ce qui concerne I’homoscédasticité des échantillons, elle n’est pas respectée puisque la p-value
du test de Bartlett est fortement inférieure a 0,05 (p=0,3x10). Ainsi, les comparaisons des
moyennes des poids individuels ont été effectuées avec des tests non-paramétriques de Kuskal-
Wallis et Wilcoxon, réalis¢ avec les logiciel R et RStudio© (version 1.1.453).

Figure 24. Photographie de I’installation expérimentale (Laura Vasseur, CAPENA)
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4.3 RESULTATS
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Figure 25. Poids moyen individuel et croissance de Diopatra biscayensis pour les deux traitements tous les mois avec TO (26
mars) = mise en eau, T1 (23 avril) = 1 mois, T2 (21 mai) = 2 mois, T3 (18 juin) = 3 mois (0,01g + écart type)

La croissance des individus représentée par le poids individuel moyen a été déterminée en
fonction des temps de prélévements et est représentée sous la forme de graphique sur la figure
26. Le poids moyen des vers étaient de 1,39g pour le sédiment oxygéné et de 1,15g pour le
sédiment non oxygéné a TO (p<0,05). Le poids moyen est resté stable au cours du premier mois,
puis les vers ont montré une croissance significative entre T1 et T2, de méme ordre de grandeur
entre les deux modalités (+0.74g avec p<0,001) (annexe 13). Puis entre T2 et T3, Les résultats
obtenus montrent une différence significative entre les individus de traitement différents a TO
et T3 (p<0,05). Si I’on regarde 1’évolution de la croissance des individus sur I’ensemble de la
période d’expérimentation, les vers tubes ont eu un gain de masse dans le bac troué¢ mais
¢galement en condition non oxygénée. Les vers qui ont subi le traitement avec un sédiment
oxygéneé, ont en moyenne gagné 0,63 g, contre 0,52 g dans avec le bac non troué, soit 0,10 g de
plus.

Le résumé des tests statistiques se trouvent dans 1’annexe 13.

4.4 DISCUSSION

4.4.1 Un gain de poids plus élevé pour Diopatra biscayensis avec un sédiment oxygéné

Les valeurs des poids moyens au début de 1’expérience sont significativement différentes
(p<0,05) entre les vers du bac troué et ceux du bac non trou¢. Pour analyser les résultats de cette
expérience, les gains et les pertes de poids moyens ont été calculés entre différents temps, et
entre les deux conditions expérimentales (Figure 26). Les résultats montrent une augmentation
significative du poids moyens des individus dans les deux bacs, entre T1 et T2. Cela correspond
a la période ou les vers ont ét¢ nourris deux fois par semaine, apres avoir ¢té nourri 1 fois par
semaine entre TO et T1. Pour éviter le probleme de différence significative entre les deux
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conditions au TO, il aurait été préférable de couper les individus au méme nombre de sétigeres
afin de suivre le nombre de sétigere régénérés plutot que le poids moyen a chaque temps de
prélévement (Bely, 2006).

De plus, une différence significative des poids moyens a ét¢ mesurée entre les deux conditions
expérimentales a la fin de I’essai (P<0,05). Compte tenu de I’hypothése initiale considérant que
I’oxygénation du sédiment n’est pas un facteur limitant pour le développement des vers tubes,
aucune différence n’était attendue pour cette expérience. Cette expérimentation devra étre
approfondie un utilisant un systéme d’airlift comme cela a pu étre testé a la ferme marine du
Douhet avec 1’espece H.diversicolor. C’est une piste de développement et d’optimisation des
installations d’¢élevage pour Diopatra biscayensis.

Cette piste est justifiée par les résultats des tests d’¢levage du ver Hediste diversicolor par la
FMD. En effet, cette espece fait partie des organismes majoritaires dans les claires ostréicoles
(Bouquet et al., 2016). Or le sédiment vaseux des marais est trés peu oxygéné du fait de sa
conformation et des caractéristiques biochimiques du milieu. Le ver tube peut se développer
dans un milieu pauvre en oxygene, mais sa croissance en milieu controlé semble favorisée
lorsqu’il y a plus d’oxygeéne

Une étude granulométrique a été réalisée pour comparer le sédiment de Gatseau ou ont été
prélevés les individus et le sédiment sableux utilisé lors de I’expérimentation. Elle indique que
la granulométrie de 1’échantillon de Gatseau, mesurée sur tamis, est sablo-vaseux légerement
graveleux (annexe 14). Il y a une différence granulométrique entre les deux milieux ce qui
suggere qu’un temps d’adaptation a 1’élevage en bassin, peut étre nécessaire aux individus
prélevés, bien que cette espece soit ubiquiste pour le choix du sédiment dans lequel elle se
développe.

4.4.2 Le choix des individus étudiés

Une autre piste pour optimiser 1’¢levage est la sélection des individus. Dans cette expérience,
les vers tubes utilisés proviennent de I’estran et sont en majorit¢ amputés au moment de leur
prélévement. Il est probable que la croissance ait ¢té retardée par la régénération des parties
amputées (Hentschel and Harper, 2006). Pour mener a bien les différentes expérimentations et
limiter les biais liés a cette amputation, il est préférable de travailler uniquement sur des vers
entiers. Safarik et al. (2006) ont eu acces a des individus non amputés grace aux installations et
aux connaissances de 1’entreprise australienne Aquabait et notamment de leur anesthésiant (voir
partie 1.2). Pour la suite du projet, I’utilisation de ce produit ou la création d’un nouveau
compos¢ avec le méme effet doit Etre 1’un des principaux axes de recherche afin d’avoir acces
a des vers entiers pour les diverses expérimentations.

4.4.3 Autres observations rencontrées au cours de I’expérience

Quelques jours apres I’ensemencement des réplicas, des tubes ont été observés au fond du bac
de 1200 L. Dans un premier temps, nous avions conclu qu’il s’agissait de cas isolés. Cependant
des vers ont été retrouvés hors des bacs de réplicas tout au long de I’expérimentation. Suite aux
nombreuses observations faites au cours de ce projet, il est avéré que ce ver a la capacité de
nager en pleine eau grace a des impulsions et un mouvement en spirale de sa partie postérieure.
Pour éviter cet échappement, il est nécessaire d’adapter les paniers avec des rebords
suffisamment haut qui dépassent hors de 1’eau.

Durant cette expérimentation, il a été constaté¢ au moment de la récolte des vers, que le sédiment
du bac troué¢ présentait quelques marques d’anoxie reconnaissables par le noircissement du
sable par endroit. Cette anoxie était toutefois moins marquée que dans le bac non troué. Comme
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il a été dit précédemment, les vers ont eu une croissance significativement plus importante en
condition oxygénée. Il est raisonnable de penser que si I’oxygénation du sédiment avait été
meilleure, alors la différence de croissance entre les deux bacs aurait été accentuée. Pour
remédier a cela I’utilisation d’un bac avec plus de trous ou I’utilisation d’un systeme d’airlift
est recommandé¢ pour des expérimentations futures sur la croissance.

4.5 CONCLUSION

L’importance de 1’oxygénation du sédiment n’a pas ét¢ complétement démontrée apres cette
expérience, bien qu’un sédiment oxygéné semble étre davantage favorable a la croissance des
vers qu’un sédiment plus anoxique. Un systeme d’airlift dans les bacs expérimentaux pourrait
étre testé a I’avenir pour confirmer cette tendance. Ces expériences montrent qu’il est
possible de maintenir et de faire grossir des vers tubes en systéme clos avec un
renouvellement d’eau hebdomadaire, malgré des variations significatives des parametres de
I’eau entre le jour et la nuit. Les individus et le sédiment doivent étre sélectionnés pour optimiser
au mieux les conditions d’¢levage, et en particulier pour favoriser la croissance des vers. Cela
se traduit par I’utilisation d’individus entiers, ou a défaut avec le méme nombre de sétigeres dés
le début de I’expérience. Des dispositions doivent €également étre prises pour éviter la fuite des
vers hors des bacs de réplicas.

S TEST D’ELEVAGE EN CLAIRE OSTREICOLE

5.1 INTERET D’UN ELEVAGE EN MARAIS

Les marais ostréicoles ou claires sont exploités depuis le Xeéme siécle, d’abord comme lieu
d’activité salicole. C’est a partir du XVIIeme siecle que ’activité ostréicole s’approprie les
claires, elle se développe surtout a partir du XIXeme siecle (Direction Départementale des
Territoires et de la Mer 17, 2017). Aujourd’hui ces marais sont principalement utilisés pour
I’affinage des huitres en fin de cycle d’¢levage. Ils accueillent également la principale
production de crevettes impériales (Peneus japonicus) de France, ainsi que d’autres activités
plus marginales comme la vénériculture.

L’objectif de cet axe est de poursuivre la dynamique de valorisation des claires. La création de
nouveaux ¢levages permet d’envisager une diversification de la production des professionnels
et la valorisation patrimoniale de marais inexploité ou a I’abandon. C’est dans ce contexte que
des tests de croissance du ver tube Diopatra biscayensis ont été réalisés en claire.

5.2 MATERIEL ET METHODES

Une premiere expérimentation de croissance, a €té réalisée sans préparation au préalable de la
claire. Pour se faire, deux cents individus, libres de leur tube ont été disposés dans deux claires
du CAPENA. Quelques jours plus tard aucun tube n’était visible a la surface du sédiment
suggérant la disparation de I’ensemble des individus. L hypothése qui nous a semblé la plus
plausible est I’impact de la prédation qui a engendré 100% de mortalité. Avant de commencer
la seconde expérimentation, la claire a été préparée en suivant le protocole prévu pour la
pénéiculture en marais pour éviter la prédation et favoriser le développement des proies
(Blachier, 1998). Celles-ci sont en majorité des annélides tel que le ver Hediste diversicolor.
Cette espece a été retrouvé en abondance dans les claires du CAPENA en avril 2016 avec 967
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individus/m2 (Bouquet et al., 2016). Durant cette expérimentation, les vers tubes ne sont donc
pas nourris pour €valuer leur capacité a survivre en claire sans apport extérieur de nourriture.

Quatre paniers ont été fabriqués a partir de vieilles poches ostréicoles (9mm) et doublés avec
une maille fine (0,5mm) pour éviter la fuite des vers (méme méthode que 11.2). Dans chaque
panier, la densité était de 192 individus/m?, soit trente-cinq individus par panier. Ces derniers
sont placés a une profondeur d’environ 20 cm dans le sédiment d’une claire expérimentale du
CAPENA de 37 m?. Ils proviennent de la plage de Gatseau car ce sont des juvéniles et que, par
conséquent, leur taux croissance est plus importante (cf § II1.2). Toutes les trois semaines, un
panier est sorti de la claire pour réaliser le suivi de croissance des vers au temps T1 (3 semaines),
T2 (6 semaines), T3 (9 semaines) et T4 (12 semaines) du 30 avril au 23 juillet. Le protocole est
identique a celui décrit dans la partie 11.2 (figure 27).

Figure 26. Photographie de la claire du CAPENA avec les quatre paniers enfouis dans le sédiment vaseux (Laura Vasseur,
CAPENA)

Les paramétres de 1’eau de la claire sont relevés deux fois par jour (matin et aprés-midi) (annexe
15).

L’¢étude statistique des données montre que la normalité des valeurs n’est pas validée par le test
de Shapiro (p<0,001). En ce qui concerne I’homoscédasticité des échantillons, elle n’est pas
respectée puisque la p-value du test de Bartlett est inférieure a 0,05 (p=3,3x1071%). Notre choix
s’est donc porté sur 1’utilisation d’un test non-paramétrique de Wilcoxon.
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5.3 RESULTATS

0464

Poids moyen individuel (0.01g)

00
30-avr 21-mai 11-juin 02-juil 23-juil

Temps de prélévement

Figure 27. Mesure de la croissance de Diopatra biscayensis toutes les trois semaines avec T0 (30 avril) = mise en eau
(N=140), T1 (21 mai) = 3 semaines (N=26), T2 (11 juin) = 6 semaines (N=29), T3 (2 juillet) = 9 semaines (N=25), T4 (23
juillet) = 12 semaines (N=17) (0,01g =+ écart type)

La croissance a ¢été stable jusqu’au 21 mai, puis une augmentation d’un gramme en moyenne a
¢té mise en évidence entre le 11 juin et le 2 juillet (Figure 28). Celle-ci est significative avec
une p-value inférieure a 0,001. Lors des trois derniéres semaines de 1’expérimentation, les vers
tubes ont perdu environs 0,5 g, cette estimation est basée sur un échantillon composé des 17
individus retrouvés.

Le résumé des résultats du test de Wilcoxon se trouve dans I’annexe 16.

5.4 DISCUSSION

La croissance constante des six premicres semaines entre TO et T2 pourrait s’expliquer par un
temps d’adaptation des vers tubes au sédiment des claires dont la composition différe du milieu
de prélévement. L’analyse granulométrique réalisée sur les deux sédiments révele que le milieu
est plus sablo-vaseux dans la claire alors que le site de Gatseau est davantage vaso-sableux
(annexe 14). Ensuite, la forte croissance observée entre la 6™ et la 9°™ semaine montre que
les vers se sont développés dans la claire. Il est également possible que tous les petits vers soient
morts et par conséquent les gros vers sont les seuls a étre échantillonnés, ce qui augmente le
poids moyen. Les données de poids moyen individuel a la fin de I’expérience correspondent a
un ¢échantillonnage de dix-sept vers retrouvés dans le dernier panier. Ce faible nombre
d’individus apres trois mois d’expérimentation, ne nous permet pas de conclusions tres solides,
mais cela suggére néanmoins qu’il y a eu de la mortalité aprés une hausse du poids moyen. Ce
phénomeéne pourrait s’expliquer par 1’absence de nourriture durant toute la période
d’expérimentation engendrant un possible cannibalisme (agressivité observée régulierement
dans des conditions avec peu d’alimentation). Afin d’approfondir ces résultats, il serait
intéressant de refaire cette expérience en comparant des individus nourris et non nourris dans
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deux claires différentes, dans le but de démontrer I’impact d’un apport de nourriture sur le
développement des vers tubes en claire.

Malgré la préparation de la claire, la principale difficulté rencontrée dans cette expérience est
la prédation par les crabes verts (Carcinus maenas) trés présents dans les marais. Un petit
nombre a ¢été retrouvés dans les paniers ce qui peut expliquer une partie de la mortalité. Dans
le cas de la pénéiculture, ce sont les principaux compétiteurs des crevettes pour les proies
(notamment les vers) présentes dans les claires. Ce sont aussi des prédateurs des crevettes au
stade juvénile d’ou le protocole de traitement des marais pour limiter la présence de ces crabes.

Les vers tubes sont des animaux qui vivent sur I’estran, ou les marées pourraient avoir leur
importance dans le développement des vers. En théorie les vers tubes sont émergés deux fois
par jour, plus ou moins longtemps, en fonction de leur position sur I’estran. Toutefois, si I’on
compare D.biscayensis a 1’espece D.neapolitana trés proche morphologiquement qui est
majoritairement localisée en Méditerranée sur une zone a faible marnage (entre 20 et 50 cm), il
est raisonnable de penser que ce parametre n’est pas celui qui influence le plus la croissance de
D.biscayensis. Pour s’en assurer, I’impact du phénoméne de marée sur le cycle de vie des vers
tubes devra étre testé dans de futures expérimentations.

5.5 CONCLUSION

Les résultats obtenus durant ce travail, laissent a penser qu’un élevage de D.biscayensis dans
les marais ostréicoles semble possible. Un travail complémentaire doit étre mené avec des
individus entiers et nourris, en limitant la présence de prédateurs, et en particulier des crabes,
tout au long de I’expérimentation. Faciliter la récolte dans ce milieu est un facteur a prendre en
compte si on souhaite développer ce type d’¢élevage. L’utilisation de 1’anesthésiant crée par la
société Aquabait serait une piste a explorer pour y parvenir. L’influence d’autres facteurs
comme la marée ou la profondeur de sédiment restent a évaluer.

6 CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Plusieurs aspects du cycle d’élevage du ver tube Diopatra biscayensis ont été traités dans ce
travail de six mois (annexe 17).

Son cycle de reproduction a été particulierement étudié car c¢’est un point clé de la maitrise du
cycle d’¢élevage des espéces en aquaculture. La maturation ovocytaire a été effective grace a
une augmentation progressive de la température jusqu’a 21°C, qui correspond a la température
moyenne observée en période estivale en Charente-Maritime.

Des tests de croissance ont été effectués en hors sol dans un bassin clos avec une eau
régulicrement renouvelée et en claire ostréicole. Les résultats obtenus montrent que les vers
tubes ont grossi en bassin et en claire. Pour compléter ces résultats, il faudrait comparer ces
croissances en milieu clos a celle de populations naturelles, afin de voir si un des milieux est
plus favorable pour la croissance de D.biscayensis et pouvoir discriminer les conditions
environnementales déterminantes pour une croissance optimale.

De plus, le stade de grossissement pourrait étre testé¢ en condition de co-culture sous les tables
ostréicoles. En effet, la majorité des pécheurs professionnels récoltent leurs vers dans ce milieu,
avec I’accord des propriétaires. La présence de nombreux vers tubes sous les tables peut étre
expliquée par une biodiversité plus importante favorisée par la forte densité d’huitres. Cette
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hypothése a ét¢ démontré pour les concessions ou se trouve des moules de bouchot en
Normandie (Grant et al., 2012). Une étude sur la différence de densité doit étre réalisée au
préalable pour valider cette hypothése. Elle consisterait a comparer une zone en dessous des
tables a une autre sans table en suivant le méme isobathe. Si cette hypothese est confirmée,
I’objectif serait d’installer des systemes de paniers sous les tables des concessions pour les
récolter facilement apres quelques mois de grossissement. En ce qui concerne la reproduction
de cette espece, certains stades cruciaux n’ont pas pu étre abordés car des étapes comme la fin
de la maturation ovocytaire et le déclenchement de la ponte n’ont pas été atteintes. Par
conséquent, aucune expérimentation sur le stade larvaire n’a pu étre menée. La suite de ce projet
devra se concentrer sur ces points.

Aujourd’hui, le seul débouché de ce ver en France est son utilisation en tant qu’appat pour la
péche de loisir. Or, ces vers peuvent étre introduits dans 1’alimentation des crevettes impériales
produites dans les marais de Charente-Maritime, car ils sont surement riches en acides gras
polyinsaturés comprenant les acides gras essentiels, comme c’est le cas pour le ver Hediste
diversicolor (Santos et al., 2016). Ces lipides sont un complément alimentaire important pour
le développement gonadique et la ponte, notamment des poissons marins (Bischoff et al., 2009)
et des huitres (Gasmi, 2017). On peut envisager la création d’un granulé a base de ces vers ou
les donner entiers morts ou vivants. En effet, la pénéiculture en Australie est le principal
débouché pour 1’¢levage de Diopatra aciculata. Dans les marais charentais, 1’espece
principalement consommeée par les crevettes impériales est Hediste diversicolor (anciennement
Nereis diversicolor) (Hussenot and Reymond, 1990). Ce ver se retrouve seulement dans
I’hémisphere nord, et n’est donc pas présent en Australie (Breton et al., 2003). C’est pourquoi,
le ver tube est une alternative de proie vivante en Australie pour les pénéiculteurs, ce qui
pourrait également s’appliquer en France.

A I’avenir, il est prévu de réaliser une recherche sur les molécules d’intéréts en partenariat avec
I’Université de la Rochelle et le laboratoire LIENSs (Littoral Environnement et Société). Dans
un premier temps, un profil des acides gras y serait déterminé pour faire une comparaison avec
la composition du ver Hediste diversicolor et les besoins nutritionnels des crevettes. D’autre
part, une étude sur le mucus serait menée pour déterminer ses propriétés et les possibles
utilisations, a 1’image du mucus de ’espéce Lanice conchiliga qui révéle des particularités
bioadhésives intéressantes sur le plan industriel (Post-doctorat de Jean-Philippe Buffet, équipe
BOREA du MNHN). De plus, tout comme le ver Arenicola marina, 1’espeéce Diopatra
biscayensis vit sur la zone intertidale de 1’estran. Les pressions environnementales de ce milieu
étant les mémes pour ces deux especes, notamment pour 1’accessibilité a I’oxygene dissout, il
est probable que I’hémoglobine d’intérét (cf I11.1) puisse également étre retrouvé dans le sang
des vers tubes, mais cela reste a vérifier
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tube

ANNEXES

Annexe 1 : Essai de suivi non invasif des cohortes en milieu naturel

Pour suivre la croissance des individus sauvages, en paralléle des expérimentations menées
durant cette ¢tude, un échantillon de 88 individus a été prélevé du milieu pour réaliser la méme
relation que Woodin et al. (2014). Les résultats obtenus ont révélé¢ que la relation est faible
(R?=0,05). Cela peut s’expliquer par la différence d’intervalle de diamétre du 10°™ sétigére des
individus choisis. En effet dans ’article en question, 1’échantillon était composé de 17 vers de
1 a 5 mm de diamétre. Or 1’échantillon récolté rassemble des vers avec un diamétre compris
entre 5 et 10 mm. L hypothése la plus plausible est un phénoméne d’« évasement » au niveau
de I'ouverture du tube pour les vers avec un diamétre supérieur a 5 mm. Pour tester cette
hypothése deux mesures ont ét¢ effectués sur 16 individus : la partie haute du tube hors du
sédiment et ’autre extrémité dans le sédiment. Les résultats montrent que 65% des tubes ont
un diamétre différent entre la partie dans le sédiment plus étroite et I’extrémité a la surface.
Pour confirmer cette hypothése, le méme test devra étre réalisé sur des individus avec un
diamétre inférieur a 5 mm.

y=59+03-x, R?=0.0548 .

Comparaison des diameétres du tube hors sédiment (haut)
et dans le sédiment (bas) pour un méme individu

@ tubehaut

Diameétre (mm)

4 tubebas

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Numéro individu

’ ‘ ! setigere ¢ ’ h
Confrontation des différentes mesures de diamétres de vers et de tubes. Gauche - Mesure du 10™ sétigére en
mm (sans les parapodes) en fonction du diamétre de 1’ouverture du tube en mm (N=88). Droite — Représentation
du diamétre aux extrémités supérieures et inférieures pour un méme tube (N=16, les points rouges représentent la
superposition de I’orange et du bleu)
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Les deux cOnes de mesure avec quelques tubes (Laura Vasseur, CAPENA)
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Annexe 2 : Composition des granulés utilisés pour nourrir les vers tubes.

(I Inicio

plus M

INICIO Plus M FRY FEED FOR MARINE SPECIES

PRODUCT FEATURES

Extruded mini pellets for marine fry, A feed with high digestibility, based on the best raw materials of marine origin. Great
importance has been given to palatability, which together with a high protein content contributes to maximum growth and
survival during the early life stages.The feed also contains immunomodulating ingredients and high levels of vitamins and
minerals.

INICIO Plus M includes Bactocell’ and B-WYSE™., This combination contributes to the improvemant of performance
parameters of the fry:

* Bactocell® - a probiotic that is documented for its potential to reduce vertebral deformities in marine larvae and fry

* B-WYSE™ (BioMar Whole Yeast Synergistic Extracts) is a multi-strains yeast fraction that supports outer and inner barriers
through an increase of mucus production, that increases microvilli density and that supports the gut flora of the fish due to
its ability to bind to cell membranes.

INICIO Plus M is a dust free and very stable feed that is easy to use in automatic feeders.

PRODUCT FACTS

Composition: Fish meal, wheat, krill meal, fish oll, hydrolysed fish protein, wheat gluten, vitamins, minerals,
yeast extracts, probiotics. The list of ingredients is indicative. For exact information please
refer to label.

. INICIO Ples M INICIO Plus M INICIO Plus M INICIO Plus M
Declaration: 0.5mm  0.8and 1.1 mm 0.5mm  0.8and 1.1 mm

Crude proteins 9% 57% vatC added 1,000 mg/kg 1,000 mg/kg
Crude lpids 13% 15% vit E added 400 mg/kg 400 mgfkg
Crude ash 11.9% 104% Phosphorus 16% 1.6%

Crude collulose 0.4% 0Aa%

Depending on producing factory and natural vavbations In raw materials, the infarmation about carbohyarates, (bve and
2sh and about the compashon may vavy compaved to the stated values. For further information and actusl mgreckanty,
please see the bbe!

Sizes: INICIO Plus M: 0.5 mm pellet
0.8 mm pellet
1.1 mm pellet

Storage: Store in a cool and dry place. Unopened, the product can be kept for at least 12 months
after the date of manufacture,

PRODUCT USE

INICIO Plus M size 0.5/0.8 mm is subsequent to LARVIVA weaning products,

Atypical feeding guide for marine species:

INICIO Plus M
Fish size 03-059 05-10g 10-30g9
Pellet size 0.5 mm 0.8 mm 1.1 mm

Feeding ad libitum, depending on rearing temperature, local conditions and neaeds.
For adapted feeding protocols, please contact your local BioMar technical support

In the later nursery and grower stages continue with INICIO Plus 1.5 and 1.9 mm, and for sea
bass, sea bream and meagre continue with INTRO Plus MT 1.5 and 1.9 mm.

2020-11 veww larviva.com
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Annexe 3 : Protocole de dissection et analyse des ovocytes sous le microscope.

Préparation de I’échantillon :

Etape 1 : Sortir les vers de leurs tubes et les stocker dans de 1’eau de mer a la méme température/salinité
que le milieu naturel.

Etape 2 : Préparation d’une solution de surdosage de Chlorure de Magnésium dans le but de tuer les
vers (20g dans 300mL d’eau de mer donc 67g/L). Dans I’article d’Arias et Paxton (2015), la solution
anesthésiante est a 7,5% de MgCl, mais le but n’est pas de tuer I’animal (photographie 1).

Attention : Ne pas laisser les vers trop de temps dans la solution de MgCl, pour éviter que les
tissus/organites ne se dégradent a cause du produit chimique. Laisser les vers en attente dans de [’eau
de mer saine puis en mettre quelques-uns dans la solution et en ajouter au fur et a mesure.

Etape 3 : S’assurer que le ver est bien mort en testant les réactions a des stimuli physiques puis vérifier
qu’il s’agit de ’espéce Diopatra biscayensis (un lobe chaetal sur les premiers parapodes modifiés).

Etape 4 : Positionner le ver en mettant sa partie ventrale en évidence. Compter les cinquante sétigeres
en partant de la téte, et faire une incision a ce niveau (photographie 2). Diluer le liquide ceelomique avec
de I’eau de mer et récupérer au moins 0,5mL de ce mélange (photographie 3).

Etape 5 : Disposer ces 0,5mL sur une cellule de comptage (notamment utilisé pour le comptage des
larves d’huitres) et regarder sous un microscope optique (photographie 4).

Analyse des ovocytes sous le microscope :

Etape 6 : Relever le diamétre de quarante ovocytes par ver. Utiliser les cellules de comptage pour se
repérer et éviter de relever le diamétre d’un méme ovocyte.

Etape 7 : Sil’ovocyte est circulaire de fagon homogene, alors prendre une seule valeur du diameétre. Au
contraire, si I’ovocyte a une forme hétérogéne alors faire la moyenne entre la plus courte et longue
distance.
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Annexe 4 : Suivi de la température en fonction du marnage, sur la plage du Soleil a Saint-Trojan-les-

Bains.
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Annexe 5 : Résultats de la maturation ovocytaire dans le cas d’une densité faible (125 ind/m?)
et d’un choc thermique suite a deux semaines de maturation.
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Annexe 6 : Schéma simplifié représentant le protocole réalisé pour I’expérimentation de la fécondation
artificielle (F = fécondation, Laura Vasseur, CAPENA).
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Annexe 7 : Suivi de la température de la salle d’incubation pour I’expérience de reproduction artificielle
entre le 6 et le 9 juillet.
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Annexe 8 : Suivi des températures de I’expérience comparant la méthode d’augmentation progressive
de la température et du choc thermique.
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Annexe 9 : Résumé des tests du Khi’ pour comparer chaque classe de diamétre ovocytaire en fonction
du temps de prélévement (TO, T1 = 1 semaine ou T2 = 2 semaines) pour 1’espéce D.biscayensis (dl =1)
et en fonction des conditions thermiques : Gauche — Augmentation progressive de la température a 21°C
et Droite — Choc thermique a 21°C.

F

Temps Taille . Nm  Nm  Np K p-value Temps  Taillee Ny Nri N KhiZ p-value
T0/TI | 40 233 52 22 2,721x10° To/TI | 40 233 106 8,8 0,3x 107
(***) (**)
80 125 86 0,39 0,53 80 125 166 2,45 0,12
120 46 67 2,29 0,13
160 35 101 11,22 08x10? 2 e @ 1Ly ne
) 160 35 30 0,13 0,91
200 1 48 12,7 0,3x1073
e 200 1 32 734 0,7x102
(**)
240 0 6 1,67 0,2 240 0 3 0,75 0,39
TUT? | 40 52 15 72 0,6 x 102
*) TUT2 | 40 106 55 2 0,16
80 86 51 51 0,02 80 166 92 231 0,13
120 67 51 22 0,17 120 63 59 021 0,65
160 101 91 1,7 0,18 . 160 30 57 42 0,04 (%)
200 48 219 177 2,6(:;}0 200 32 56 353 0.06
240 6 51 65 0,01® 240 3 1 0,18 0,67

* (P<0,05), ** (P<0,01), *** (P<0,001)
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Annexe 10 : Résumé des tests du Khi” pour comparer chaque classe de diamétre ovocytaire en fonction
du temps de prélévement (TO, T1 = 2 semaines ou T2 = 1 mois) pour 1’espéce D.biscayensis (dl =1) et
en fonction des conditions thermiques : Gauche — Augmentation progressive a 21°C et Droite —
Augmentation progressive a 25°C.

Temps  Taille Nro Nt Np2 k;jiz p-value
T0/T1 40 40 4 736  0,7x 107
(**)
80 104 8 20,57 5,75x 10
(%)
120 79 9 13,92 0,19x 10°
(***)
160 48 59 0,28 0,59
200 82 298 30,69 3,02x 108
(%)
240 46 22 2,12 0,15
TIT? 40 4 2 0,24 0,62
80 8 22 1,01 0,31
120 9 29 1,73 0,19
160 59 92 0,58 0,44
200 298 280 1,97 0,16
240 22 55 2,09 0,15
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Temps Taille Nrg Nri  Np2 KZIQ p-value
TO/T1 40 40 34 0,29 0,59
80 104 48 6,17 0,13
120 79 10 13,87 0,19x 1073
(***)
160 48 19 3,62 0,057
200 82 299 25,46 4,52 x 107
G
240 46 28 1,48 0,24
T1/T2 40 34 11 2,94 0,086
80 48 22 2,58 0,11
120 10 27 1,42 0,23
160 19 86 8,32 0,39 x 1072
(**)
200 299 286 0,55 0,46
240 28 48 0,8 0,37

* (P<0,05), ** (P<0,01), *** (P<0,001)



Annexe 11 : Suivi des températures de I’expérience comparant la méthode d’augmentation progressive
de 21 et 25°C sur une période d’un mois.
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Annexe 12 : Suivi des paramétres de ’expérimentation en systéme clos portant sur le facteur
d’oxygénation du sédiment.
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Annexe 13 : Résultats des deux tests non paramétriques pour 1’expérimentation avec des sédiments
oxygénés et non oxygénés.

Résumé du test non paramétrique de Wilcoxon pour la comparaison des poids individuels de D.biscayensis deux a
deux par temps en fonction du traitement « bac troué » ou « bac non troué ».

Résumé du test non paramétrique de Kruskal — Wallis pour la comparaison des poids individuels des individus
D.biscayensis par temps en fonction du traitement « bac troué » ou « bac non troué »

Poids ~ temps N w p-value
Bac troue TO/T1 135 1896 0,089
T1/T2 56 132 2,25x 107
(***)
T2/T3 49 260,5 0,45
Bac non troue TO/T1 140 1927 0,67
T1/T2 70 194 8,6 x 107
(***)
T2/T3 62 500,5 0,67

* (P<0,05), ** (P<0,01), *** (P<0,001)

Poids ~ Traitement N F Kruskal- p-value
Wallis
70 210 5,72 0,016 ®
TI 65 0,03 0,87
T2 61 0,39 0,53
T3 | 50 4,24 0,04
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Annexe 14 : Résultats de 1’analyse de granulométrie sur tamis pour les trois stations Saint-
Trojan-les-Bains, Gatseau et la claire du CAPENA (Gravel mud sand diagram).
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du CAPENA.

1re

des paramétres de 1I’expérimentation en clai

Suivis

Annexe 15
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Annexe 16 : Résumé du test non paramétrique de Wilcoxon pour la comparaison des poids individuels
des individus D.biscayensis deux a deux par temps de prélévement pour 1’expérimentation en claire

ostréicole.

Temps N w p-value
TO/T1 166 1685 0,55
TL/T2
55 453,5 0,2
T2/T3 54 130,5 5,6 x 107 (***)
0,19
T3/T4 42 264,5

* (P<0,05), ** (P<0,01), *** (P<0,001)
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Faisabilité d’un élevage du ver tube Diopatra biscayensis

, \ . . .. ,
Reproduction Pré-grossissement Grossissement Commercialisation
_ [ l [ ] ]
_ — i i Appat de Pénéiculture Molécules
Reproduction i Larves Larves . o, Installations de péche dintérét
prod Maturation Ponte provenant du obtenues en Individus étudiés s - X
artificielle ovocytes milieunaturel | | milieu controlé I’expérimentation
Acides Gras
_|_J e ! polyinsaturés ?
Diopatra Diopatra Test extérieur+ Gamétes Gamétes Auto-
neapolitana biscayensis ey SRR 2 3 fécondation i i . Mucus?
N I Amputés Entiers Hors sol Claire
. 94% production
Av .
hwsm.ﬁwﬂn 7 nationale Heémoglobine ?
Induction e 221e Individus Individus Oryg
fécondation Pl 2D = e = Ancstésan dusédiment] ¥
=omn somn =omm Aquabait
[ [ I ] 1 <
s Pasde _ our NON _ NON
: fécondation
[ [ | Nouveaux
N débouché
P
Légende
A expérimenter dans Déja expérimenté Informations trouvées
de futurs projets pendant le stage dans la littérature

Annexe 17 : Schéma récapitulatif des résultats/connaissances par axes développés lors de ce
travail et ce qui reste a expérimenter. Le nom anglais de ce type de schéma est « Flowchart »






Résumé :

L’¢levage de ver tube Diopatra biscayensis est un projet ambitieux en raison du peu
d’informations disponibles sur sa biologie. Sa description en 2012 est récente, et la forte
disparité des modes de reproduction du genre Diopatra complique la compréhension de son
cycle de vie. Ce travail a pour objectif d’évaluer les premiéres solutions zootechniques pour
développer 1’aquaculture de ’espéce Diopatra biscayensis, en déterminant les conditions
favorables a la reproduction et la croissance de cet organisme. La hausse progressive de la
température de 1’eau jusqu’a 21°C induit la maturation des gametes. Une augmentation du
diameétre ovocytaire moyen a été observé mais sans atteindre 70% d’ovocytes fécondables de
diametre compris entre 220 et 260 um, nécessaires pour le déclenchement de la ponte. D’autre
part, la croissance des vers tubes a été é¢tudiée dans différentes conditions : élevage en hors sol,
et en claires. Dans ces deux expérimentations une augmentation du poids moyen individuel a
¢été observée. Le principal biais dans ce projet est 1’utilisation de vers tubes coupés au moment
du prélevement dans le milieu naturel. D’apres la littérature, dans ces circonstances, les vers
monopoliseraient davantage leur énergie pour se reconstruire que pour la reproduction. Une des
solutions pour palier & ce probléme serait I’utilisation d’un anesthésiant (2 mettre au point),
similaire a celui utilisé dans 1’¢levage de I’entreprise australienne Aquabait, pour les récolter
sans les blesser. Les résultats obtenus durant ce projet ouvrent des pistes de réflexion (cycle
lunaire pour la reproduction, utilisation d’individus entiers, systéme d’airlift...) pour poursuivre
le travail sur la maitrise de I’élevage du ver tube Diopatra biscayensis.

Summary :

Rearing of the tube worm Diopatra biscayensis is an ambitious project due to limited
information available on its biology. Its description in 2012 is recent, and the strong disparity
in the modes of reproduction of the genus Diopatra complicates the understanding of its life
cycle. This work aims to evaluate the first zootechnical solutions to develop aquaculture of the
species Diopatra biscayensis, by determining the optimal conditions to achieve reproduction
and growth of this organism. A gradual increase in the temperature of the water to 21° C induces
maturation of the gametes. An increase in the average oocyte diameter was observed without
reaching 70% of fertilizable oocytes, with a diameter between 220 and 260 pm, necessary for
the initiation of spawning. On the other hand, growth of the tube worms has been studied under
different conditions, rearing aboveground and in clear oyster. In these two experiments, an
increase in the average individual weight was observed. The main bias in this project is the use
of cut tube worms at the time of collection in the natural environment. According to the
literature, under these circumstances, worms would monopolize their energy more for
rebuilding than for reproduction. One solution to this problem would be to use an anesthetic (to
be developed), similar to that used in the breeding of the Australian company Aquabait, to
harvest them without harming them. The results obtained during this project open up avenues
for reflection (lunar cycle for reproduction, use of whole individuals, airlift system) to pursue
work on controlling the rearing of the tube worm Diopatra biscayensis.



