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. Introduction

1. Mise en contexte

La culture d’algue est aujourd'hui utilisée pour des usages diverdans les entreprises de
production alimentaire et énergétique (BIM, 2014 ; Jard et al, 2013). L’algoculture est, en considérant
n’importe quelle espéece d’algue, la production aquacole la moins coliteuse en énergie méme comparée
a des especes de faibles niveaux trophiques comme I'ormeau ou le concombre de mer (Marin et al.,
2019). Les rapports récents indiquent que I'algoculture, notamment en mer, présente des avantages
majeurs dans la fixation de carbone et I'économie bleue (Zhang et al., 2023 ; Wu et al., 2024). L'Europe
considere le potentiel de croissance de cette filiere sur son territoire avec ses nombreux avantages
chimiques, alimentaires, économiques et environnementaux (Hughes et al, 2025). Cependant, la
production mondiale est aujourd’hui largement menée par I'Asie et plus particulierement la Chine,
premier producteur de loin (FAO, 2021). La production peut se faire par récolte ou bien culture. L’Europe
se place 3° continent producteur d’algue mais grace a la récolte majoritairement, représentant 96,2% de
sa production (FAO, 2021). En algoculture, la production aquacole européenne représente 0,03% de la
production mondiale par culture.

En Europe du nord, les algues sont faiblement cultivées et la consommation générale se limite
aux genres Ulva, Palmaria et Porphyra (Garineaud, 2018). Le nori (genre Porphyra) est aujourd’hui la plus
consommeée sur le marché européen (61% de la consommation totale) mais est importée a 99%. Parmi
les algues produites en Europe, c’est la dulse (genre Palmaria) qui est la plus consommeée, représentant
15% du marché européen (BIM, 2014). La dulse Palmaria palmata présente des caractéristiques
particulierement valorisables. Sa composition, plus riche en protéines que d’autres algues comestibles
(Jard et al., 2013 ; Maehre et al., 2014 ; Stévant, 2019) en fait un aliment intéressant nutritionnellement
ainsi qu’un excellent fourrage (Stévant et al., 2023).

L'utilisation de la dulse autour de la Manche n’est pas récente puisqu’on reléve des traces dans
les textes irlandais de la “duileasc”, son ancienne appellation au Ve siécle (Rhatigan 2009). En Bretagne,
elle intéressait les communautés comme aliment de fourrage comme en témoigne son ancien nom
breton : bezhin saout soit littéralement “algue de vache” (Garineaud, 2018).

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce rapport qui porte sur la culture de la dulse. Il traitera de
|'adaptation du cycle d’élevage pour en faire une algue accessible au juvénile de I'ormeau européen
Haliotis tuberculata élevé aujourd’hui dans le Finistére nord.

La France est le premier producteur de dulse en Europe (BIM 2014) et ce chiffre est di
majoritairement a la récolte (Mac Monagail, 2017). Cependant, une dépendance trop forte a la récolte
pour cette ressource peut s’accompagner de plusieurs problématiques comme I'autorisation d’une
période de récolte (du milieu du printemps a I'automne), I'accessibilité en fonction de la marée mais
aussi du nombre de licences attribuées variant chaque année en fonction de la population (Stévant et al.,
2023; communication personnelle, Sylvain Huchette, 2025). De plus, cela pourrait représenter une



certaine pression sur la population sauvage dans le futur, la demande s’accroissant avec le temps (figure
1).
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Figure 1: Récolte annuelle des populations sauvages de dulse en France (Stévant et al, 2023 avec les données de
Mesnildrey et al (2012), CRPMEM (2020) et CEVA (J.B. Wallaert))

Afin de remédier a cette demande croissante, la production par la culture est étudiée depuis
plusieurs années (Le Gall et al., 2004 ; Pang & Luning, 2004). Deux méthodes de cultures sont a I'étude:
en mer ou a terre. Dans ce rapport, les données ont été collectées a partir de dulse cultivée a terre en
bassin, méthode avec laquelle peu d’études ont été réalisées, notamment sur la prolifération végétative
de l'algue (Van der Meer et Todd, 1980). Il existe plus de travaux sur des cultures utilisant les tétraspores
de l'algue (Le Gall et al.,, 2004 ; Schmedes, 2020). Elles démontrent que cette culture est possible et
accessible bien que complexe, notamment en comparaison avec d’autres algues d’élevage (Redmond,
2014). A une échelle productive, la culture de dulse a partir de tétraspores reste trés limitée (Stévant et
al., 2023).

L'objectif principal du présent travail est d’améliorer la maitrise du cycle de production de la
dulse en bassin pour I'utiliser dans I'alimentation du naissain d’ormeau européen, Haliotis tuberculata,
en nurserie. Mettre au point des techniques de production fiables pourrait présenter un atout pour les
éleveurs d’ormeaux. L’enjeu porte sur la diversification des supports sur lesquels les spores peuvent se
fixer, notamment les supports utilisés pour permettre I'élevage d’'ormeaux. De plus, le taux élevé de
protéine de la dulse favorise la croissance des juvéniles d’ormeaux. (Roussel et al., 2019).



2. Le matériel biologique

a) Description de I'espéce

La Palmaria palmata ou dulse, décrite par Weber et Mohr en 1805 (MNHN, 2025) est une
macroalgue rouge de taille moyenne pouvant aller jusqu’a 50 cm de long mais qui est généralement
comprise entre 10 et 20 cm. Elle peut avoir un aspect touffu lié a une multiplication de branches
individuelles qui se durcissent avec le temps allant jusqu’a avoir une texture proche du cuir (Stévant et
al., 2023). Les jeunes pousses arborent une couleur rouge vif, alors que les parties plus agées tirent vers
le bordeaux ou marron généralement placées a la base des thalles (figure 2). Les pigments sont
influencés par I'exposition au soleil et la dulse verdit quand elle est exposée a de trop fortes intensités
lumineuses (Stévant et al., 2023). Les individus peuvent étre tres différents au niveau phénotypique mais
trés proches sur I'aspect génétique démontrant une importance des facteurs environnementaux sur la
forme et I'aspect général de I'algue (Kraan et Guiry, 2006).

Thalle

Jeune pousse

Crampon

3cm

Figure 2: Description d'un individu de dulse (Chatelan, 2025 ; a partir d’une photo de Stévant et al, 2023)

b) Distribution géographique

La dulse est une espéce d'algues rouges de I|'Atlantique nord. Son aire de répartition est
comprise entre les latitudes de 40 a 80° dans I'océan Atlantique (figure 3). Sa position au nord est encore
discutée car peu de données génétiques existent sur les populations observées (Stévant et al., 2023).
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Figure 3: Aire de répartition de I'algue rouge Palmaria palmata (Stévant et al, 2023, données de OBIS, GBIF et Guiry,
2022)

La dulse est exposée aux marées et a donc une position particuliére sur I'estran. Elle est attachée
au fond rocheux aux niveaux intertidal et subtidal dans des zones exposées mais modérément agitées
(Stévant et al.,, 2023). Elle est largement retrouvée en épiphyte sur les stipes d’autres algues, plus
grandes, comme Laminaria hyperborea ou Laminaria digitata ou encore les thalles de Fucus serratus et
Cystoseira baccata (Faes et Viejo 2003; Garbary et al., 2012). La profondeur de positionnement de I‘algue
sur l'estran est influencée par la clarté de I'eau, I'exposition a la sécheresse plus importante ainsi que
I'abondance de mollusques brouteurs (Cabioc’h et al., 2006). La dulse étant épiphyte d’autres algues
comme les laminaires et les fucales (Hawkins et Harkin, 1985), elle est moins compétitive que celles-ci
pour occuper I'espace (Stévant et al., 2023).

c) Cycle de reproduction

Une des complexités dans la compréhension ainsi que dans la mise en place de cultures de dulse
est son cycle de reproduction hétéromorphique haplodiplophasique (Van der Meer et Todd, 1980, figure
4). Les tétrasporophytes et les gamétophytes males développent des thalles alors que les gamétophytes
femelles restent proches de la spore méme a maturité (Van der Meer et Todd, 1980, figure 5). Lorsqu’un
tétrasporophyte est mature, des sores, nom donné aux parties du thalle fertiles, se forment sur le thalle
et se remplissent de tétraspores. Ceux-ci vont étre relachées et se fixer sur un substrat. Elles vont
commencer a se développer en gamétophytes males (figure 6) ou femelles. Les spores, dépourvues de
flagelle (Maggs et Callow, 2002), sont immobiles aprés sporulation et dépendent uniguement du courant
(Baud et al., 2024). L'atteinte de la maturité des gamétophytes femelles est relativement rapide alors
que celle-ci dure un an pour les males. Aprés un an, des gamétangies de spermaties, également



immobiles (Maggs et Callow, 2002), vont se former sur les thalles méles. Les spermaties relachées dans
le milieu peuvent féconder les femelles d’'une autre génération, entrainant leur développement en
tétrasporophytes (Van der Meer et Todd, 1980).

Sporophyte (2n) overgrows
female gametophyte

(2n) develops / Y
on lemale

Immature
sporophyte (2n)

Immature male
gametophyte (n)

Mature male
gametophyte (n)

Figure 4: Cycle de reproduction de la dulse (Stévant et al., 2023 d’aprés van Meer et Todd, 1980)

Figure 5: Gamétophyte femelle mature

Figure 6: Gamétophyte male immature
(grossissement x400)
(Chatelan, 2025)

(grossissement x1 000)
(Chatelan, 2025)




3. Technique d’élevage du juvénile d’ormeau chez France Haliotis

France Haliotis est I'unique entreprise en France a maitriser le cycle complet de la production de
I'ormeau européen Haliotis tuberculata, de la reproduction a la commercialisation (France Haliotis,
2025). Lors du cycle de production, les naissains passent 6 mois de leur vie a terre dans la nurserie
équipée de serres permettant un controle de la température. Les larves sont placées dans les bassins 3
jours apreés la reproduction au stade véligere (figure 7) pour qu’elles soient prétes a se fixer. Les bassins
contiennent des supports préparés pour accueillir les larves fixées. Ces supports sont actuellement
ensemencés avec Ulvella lens pour favoriser la fixation des ormeaux et leur nourrissage sur les premiers

stades.
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Figure 7: Cycle de vie de Haliotis tuberculata (Lachambre et al, 2017)

Ensemencement des supports avec U.lens

Le support choisi pour lancer les cultures d’Ulvella lens sont des plagues en polystyréne. Les
bassins sont remplis de paniers contenant 20 plaques (figure 8) et sont ensemencés a I'aide d’une
trentaine de plaques génitrices. Leur sélection se fait visuellement par coloration: plus elle est foncée,
plus elle est concentrée en Ulvella et produit des spores. Le bassin contenant les plaques génitrices est
couvert pendant 6 a 10 jours avec une toile noire permettant trés peu le passage lumineux. Lorsqu’elles
sont découvertes, elles sont réparties dans I'entiéreté du bassin autour des collecteurs (les paniers
remplis de plaques). L’arrivée d’eau du bassin d’ensemencement reste fermée pendant plusieurs jours.
Sans circulation d’eau, le bassin chauffe et le fertilisant ajouté n’est pas évacué et peut étre entiérement
consommé par les algues. De cette maniere, les algues génitrices subissent des chocs thermique,
lumineux et chimique. Lors de I'ensemencement, les bassins sont remplis avec de I'eau filtrée d’abord a
50um avec des filtres a poche puis 5um avec des filtres a cartouche, cela permet de limiter la
contamination initiale des cultures sans I'empécher totalement (communication personnelle, Maryvonne



Leroux). L’aération est allumée dans le bassin le jour de 'ensemencement et permet une oxygénation
suffisante jusqu’a I'ouverture de l'arrivée d’eau, se faisant entre 3 et 7 jours apres, en fonction de la

température.

Figure 8: Bassin de culture d'U.lens sur support de plague en polystyréne (Chatelan, 2025)

Cette algue apporte divers avantages pour I’élevage d’ormeaux en nurserie. Elle a un cycle de
production trés rapide, la colonisation des plaques peut se faire en 15 jours seulement (observations
personnelles). De plus, le procédé de sporulation permettant d’ensemencer les plaques est rapide et
pratique en production (Nielsen, 1977).
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Figure 9: Cycle de production simplifié de U.lens (durée de 18 jours ou plus) (Chatelan, 2025, a partir du cycle de production
développé par Guillaume Colin)

Fixation des larves d’ormeau

Le jour des fixations, les bassins sont préparés pour favoriser au mieux le taux de fixation des
ormeaux. Pour préparer une fixation efficace, les plaques d’Ulvella sont nettoyées au grattoir en métal
permettant d’enlever les diatomées et les algues entéromorphes qui les colonisent également. Les
diatomées sont éliminées car les ormeaux ont des difficultés a se fixer sur celles-ci (communication
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personnelle, Guillaume Colin) et les algues entéromorphes sont éliminées a cause de leurs
caractéristiques a coloniser rapidement un bassin et ralentir le processus de production en ralentissant
les manipulations de nurserie et les rendant moins efficaces (communication personnelle, Maryvonne
Leroux).

4. Objet de I'étude

Dans le cadre de la diversification des cultures d’algues en Europe, différents projets voient le
jour comme les projets Dulseinnov ou encore le projet Phyto. Le premier ceuvre pour la mise en place de
la culture de dulse en mer apres domestication et sélection génétique d’une souche. Le second regroupe
les écloseurs du Finistére nord et ceuvre pour la diversification des especes cultivées et I'isolement de
nouvelles souches locales pour I'alimentation du naissain de coquillages. Dans le cadre de ces deux
projets, ce rapport se présente comme un croisement car il concerne la mise en place d’une écloserie de
de dulse pour améliorer la recherche et développement sur la domestication de cette espece. Ces
projets permettent de diversifier les méthodes de culture de I'entreprise, cultivant les tétrasporophytes
de dulse en suspension (France Haliotis, 2025). La culture de gamétophytes a partir de spores permet de
fixer les spores sur un support voulu, qualifié alors de collecteur. Le collecteur choisi dans cette étude est
la plague de polystyréne déja utilisée pour la fixation des larves d’ormeau. Les équipements de la ferme
sont déja adaptés a I'utilisation de plaques et la culture de dulse sur plaque a été montrée faisable (Le
Gall et al., 2004). Le choix du support sur lequel est cultivé Ulvella permettra une comparaison réaliste
entre les deux algues sur leur cycle de culture et la possibilité d’en nourrir les ormeaux. Aujourd’hui, la
ferme repose uniquement sur la culture de U.lens pour nourrir les naissains d’'ormeau. En cas d’incident
sur cette culture, il n’y aurait alors pas de moyen de nourrir et élever les naissains. Dans son intérét de
sécuriser |'élevage des juvéniles, I'entreprise cherche a diversifier sa production d’algues sur plaque. La
dulse a été choisie pour cette comparaison car elle présente des atouts pour le juvénile d’ormeau.
L'intérét de la dulse comme algue de diversification provient de sa composition, particulierement riche
en protéines, (Stévant et al,, 2023) donnant les meilleurs rendements de croissance chez I'ormeau
européen (Mai et al., 1996).

Ce rapport s’inscrit dans les études préliminaires au développement d’une écloserie de
gamétophytes de dulse sur support de plaque en polystyrene. Ces essais sont les premiers dans le cadre
de la recherche et développement pour la mise en place de culture de la dulse sur un cycle complet. Les
différentes étapes de I'ensemencement ont été suivies avec des expériences menées sur la sporulation
de l'algue, la fixation sur le support, la germination des spores et la croissance des plantules. Ces
différentes périodes de la culture de la dulse sont centrées autour de trois problématiques principales
auxquelles il faut répondre pour obtenir un bon support pour I'élevage d’'ormeaux. Les supports de
cultures doivent étre ensemencés de fagcon homogene et dense. Pour limiter les colits d’entrée de
réalisation de I'expérience, la quantité de géniteurs utilisés doit étre limitée. Les supports doivent étre
correctement choisis et présenter des avantages a la culture d’algue en plus des ormeaux. Ainsi, les



cultures de dulse dans ce rapport vont se faire aux jeunes stades, de la sporulation a la croissance de
jeunes plantules.
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suffisamment
de spores

Obtenir des plaques
avec lesquelles nourrir
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Figure 10: Etapes d'étude pour I'ensemencement dense et homogéne des plaques (Chatelan, 2025)




[I.  Mise en place d’un protocole de sporulation

1. Cinétique de sporulation

a) Introduction

Dans le cadre de la mise en place d’une culture de dulse a partir de tétraspores, il a été jugé
intéressant de mieux connaitre le comportement de sporulation de I'algue. La maitrise de la maturité des
tétrasporophytes et gamétophytes en conditions contrdlées est possible (Baud et al., 2024). La culture
de gamétophytes a partir de tétrasporophytes a déja été étudiée et les mécanismes de sporulation en
culture sont connus (Le Gall et al., 2004). Cependant, plusieurs problématiques peuvent étre rencontrées
en fonction des souches utilisées. La sporulation de la dulse est jugée trés hétérogene sur les individus
sauvages étudiés (Le Gall et al, 2004). Mettre en place un protocole de sporulation efficace est
primordial pour fiabiliser les ensemencements faits dans le cadre d’un cycle de production et contrdler la

qguantité de géniteurs utilisés.

b) Matériel et méthode

Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé pour la mesure cinétique de la sporulation de la dulse a été des
sores prélevés de deux groupes de tétrasporophytes matures. Un premier groupe a été isolé aprés la
récolte en sortie de I'’Aber Wrac’h et est aujourd’hui cultivé en élevage sous le nom de souche
“BV”(figure 10) et le second est composé d'individus sauvages récoltés au niveau de Kerlerdut au nord
de I'Aber Wrac’h (GPS: 48.630526, -4.546014, Google maps, 2025), le 26 mars 2025. Pour les deux
groupes, plusieurs individus ont été mélangés pour faire des lots de sporulation et diminuer I'effet
“individus” induit par la diversité de performance entre chaque sore (Le Gall et al., 2004).

Figure 11: Tétrasporophytes matures de la souche de dulse d'élevage (Chatelan, 2025)
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Dispositif expérimental et traitements

La mise en place de I'expérimentation s’est faite avec trois récipients en plastique alimentaire
avec des systemes d’arrivée d’eau et de bullage indépendants (figure 11). Le remplissage s’est fait avec
de I'eau de mer pompée dans I’Aber Wrac'h et filtrée a 50um puis 1um et traitée aux UV. A chaque
heure, les sores ont été transférés dans de nouveaux récipients propres contenant de l'eau filtrée et

f Plaque multi-puits
Prélévements
(toutes les heures)

Contenant

traitée aux UV.

Transfert des sores
(toutes les heures)

Sores

= jj Spores
(toutes les heures)

Figure 12: Dispositif expérimental de la mesure de la cinétiqgue de sporulation de la dulse heure par
heure (Chatelan, 2025)

Pierre de
bullage

Changement du
milieu

Les sores ont été isolés du reste des thalles puis nettoyés avec une brosse a poils souples. lls ont
été trempés dans un bain d’eau douce puis d’eau de mer afin de les débarrasser au maximum des
contaminants, notamment des diatomées (communication personnelle, Emeline Creis). Pour enclencher
un processus de sporulation, les sores ont été placés au frais a 4°C pendant 12 heures avant de les
remettre en eau pour I'expérience. A cause des limitations de matériel disponible, les quantités d’études
des deux groupes (élevage et sauvage) different. Dans le cas du groupe d’individus d’élevage, a la sortie
du frigo, 8g de sores ont été placés dans 300mL d’eau de mer a 12°C et pour le groupe d’individus
sauvages, 45g de sores ont été plongés dans 600mL d’eau de mer a 12°C également. La sporulation a
duré 5 heures pour le groupe d’élevage et 7 heures pour le groupe sauvage (tableau I).

Tableau I: Traitements de sporulation pour les deux groupes de géniteurs de dulse (élevage ou sauvage) (Chatelan,
2025)

Groupe Traitement | Nettoyage Sores Volume Temps Période
Elevage 12ha4a°C Oui 8g 300 mL 5h Mars
Sauvage 12ha4°C Oui 45g 600 mL 7h Mars
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Collecte et analyse des données

Pour la mesure, trois prélevements ont été faits par réplica et placés dans des plagues multi-
puits. Pour chaque préléevement, trois gouttes de 100uL ont été placées sur une boite de pétri grace a la
micropipette de 200uL (figure 13). Les spores ont été comptées par observation a la loupe binoculaire
(figure 12) au zoom x30 aprées quelques minutes d’attente afin de les laisser sédimenter.

Figure 14: Préparation du dispositif de

comptage des spores de dulse (Chatelan, 2025)

Figure 13: Observation des spores de dulse

(grossissement x30) (Chatelan, 2025)

Pour exprimer une cinétique de sporulation, I'unité prise en compte est le nombre de spores par
gramme de sores par heure. Pour I'analyse des résultats, le calcul suivant permet d’utiliser les données
de comptage pour en faire des données en fonction du temps (Chatelan, 2025) :

Cin=C=*10/(V *xm)

Cin : la cinétique de sporulation (en spores/g/h)
C: la concentration (en spores/0,1mL/h)

V :le volume d’eau de mer (en mL)

m : la masse de sores (en g)

Le traitement des données a été fait avec le logiciel R studio v1.45. Les données obtenues a la
suite de ce calcul sont corrélées temporellement et exprimées en spores par gramme de sores. Les
données ont été modélisées avec un modele linéaire mixte, prenant en compte la dépendance
temporelle des données et les effets aléatoires, ici, I'effet bassin. Deux modeles ont été faits, un pour le
groupe d’individus d’élevage et un pour le groupe d’individus sauvages. La modélisation s’est faite par
I'utilisation de la bibliotheque LmerTest suivie d’'une analyse des variances Anova et un test post_hoc de
Tukey en utilisant la bibliotheque emmeans
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c) Résultats
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Figure 15: Répartition des données de la productivité de la sporulation de la dulse d’élevage en fonction du temps,
code de significativité : (*) (Chatelan, 2025)
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Figure 16: Répartition des données de la productivité de la sporulation de la dulse sauvage en fonction du temps,
code de significativité: (*) (Chatelan, 2025)

Les répartitions des données sont hétérogeénes et les variations de spores relachées en fonction
des heures ne différent pas beaucoup (figure 14a. et b.). La productivité de la sporulation diminue avec
le temps, a partir de I’heure 5 pour le groupe d’individus d’élevage et de I'heure 6 pour le groupe

d’individus sauvages.

Modeéles linéaires mixtes

La sporulation pour les heures 5 (élevage) puis 6 et 7 (sauvage) est significativement négative par
rapport a la premiére heure (tableau Il). A partir de I’heure 5 pour le groupe d’individus d’élevage et
I’heure 6 pour le groupe d’individus sauvages, la productivité des thalles fertiles baisse. Les deux groupes
ont un comportement similaire en fonction du temps. Les thalles fertiles de la dulse ont un
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comportement de sporulation productif et stable pendant plusieurs heures avant que la quantité de
spores relachées chute (figure 15).

Tableau II: Test par modélisation linéaire mixte de la cinétique de sporulation de la dulse (Chatelan, 2025)

Valeur de référence Valeur testée Degré de liberté

Heure 1 Elevage Heure 5 Elevage -4,63 22 <0,05
Heure 1 Sauvage Heure 6 Sauvage -2,18 22 <0,05
Heure 1 Sauvage Heure 7 Sauvage -2,27 22 <0,05

d) Discussion

Facteurs biotiques

Les deux groupes d’individus n’ont pas pu étre comparé dans la visualisation des données ni lors
de la modélisation a cause de leur concentration différente lors de la mise en place de la sporulation. Le
suivi de la cinétique de sporulation a partir d’individus suivants le méme protocole de sporulation
permettrait d’identifier des comportements différents.

L'expérience a été menée entre mi-mars et fin mars 2025. La saison de sporulation de la dulse
dans le Finistere nord se situe entre octobre et mars (Le Gall et al, 2004). Le comportement de
sporulation des individus, dont leur rendement, a pu étre affecté par la période d’expérimentation, en
fin de saison de reproduction des individus (Schmedes et al., 2020).

La diversité des algues utilisées pour sporuler en tant que dulse sauvage augmente la diversité
génétique et donc la potentielle productivité de certains individus. Une autre souche d’élevage aurait pu
étre bien plus productive que celle observée ici avec un comportement également différent. Le cas peut
également étre déduit pour le groupe d’individus sauvages car malgré une tentative de limiter les effets
des individus en mixant les lots, une trés forte diversité de production est observable (Le Gall et al .,
2004) et I’étude porte sur des algues récoltées sur un site unique dans le Finistére nord.

Limite expérimentale

A cause du temps disponible pour la mise en place de cette expérience, les heures de suivi
restent assez courtes et les résultats ne permettent pas un suivi de moyenne et longue durée.
L'expérience s’est déroulée sur une partie de la journée seulement. Un suivi sur 24h permettrait de
conclure sur un comportement journalier de sporulation, qui serait plus précis. Les conclusions portent
sur un comportement de sporulation ponctuel de la dulse.

Modeéle

Lors de la modélisation, I'effet bassin explique une partie de la variance pour les données sur le
groupe d’individus d’élevage seulement (annexe |). La variance inexpliquée par I'effet bassin est due a
une variance intra-bassin largement supérieure a celle entre les bassins. Cela provient d’une variance
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individus particulierement importante, déja observée par Le Gall et ses collaborateurs en 2004 (Le Gall et
al., 2004).

Le modele s’est fait a partir des trois réplicas pour chaque groupe d’individus. La puissance
statistique aurait pu étre améliorée avec 'utilisation de plus de réplicas.

Perspectives

La dulse a un comportement de sporulation stable et productif pendant plusieurs heures. Aprés
cette période de sporulation, I'algue est moins productive et relache peu de spores par heure. Lors des
ensemencements mis en place par la suite, laisser la dulse sporuler pendant plusieurs heures est
judicieux. Afin d’avoir des quantités de spores suffisantes, une méme souche peut étre utile sur une
durée allant jusqu’a 5h. En 2020, Schmedes et ses collaborateurs ont montré qu’un temps de sporulation
de 3h n’affectait pas par la suite le rendement de germination des spores lors de la culture (Schmedes et
al., 2020). Pour la suite des expérimentations, la quantité de spores souhaitée étant facilement collectée
en 3h, c’est le temps qui a été sélectionné pour leur mise en place. Dans un contexte de production,
limiter le temps d’expérimentation est intéressant.

2. Effet du triplement des géniteurs sur la quantité de spores obtenues

a) Introduction

Lors de la mise en place des processus de sporulation est venue la nécessité d’obtenir une forte
guantité de spores. Avant de connaitre le comportement de sporulation de la dulse, les premiers essais
pour cette étude ont été fait sur une période d’une heure, suivant des protocoles documentés (Le Gall et
al., 2004 ; Schmedes et al., 2020). Afin de concentrer la quantité de spores obtenues, plusieurs lots
d’individus ont été utilisés pendant 1h. Apres la mesure des comportements de sporulation, la quantité
de spores par heure relachées a été observée constante pendant au moins 5h. L'utilisation d’'un méme
lot pendant plusieurs heures est plus intéressante dans I'’économie du matériel biologique.

Dans le but de mettre en place des ensemencements permettant de nourrir les naissains d’ormeaux,
il est nécessaire d’avoir une culture dense et homogene sur le collecteur. La quantité de spores
récupérées dans le milieu de sporulation doit étre conséquente pour avoir assez de matériel pour
I’ensemencement. La quantité de spores obtenues dans le cas de l'utilisation de 3 lots de géniteurs ou
d’un seul lot ont été comparées pour trouver une méthode d’ensemencement suffisante mais en
réduisant le matériel biologique nécessaire au maximum.

b) Matériel et méthode
Matériel biologique

Les individus utilisés pour la mise en place de cette expérimentation sont sauvages récoltés a
Kerlerdut au nord de I'Aber Wrac’h
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Dispositif expérimental et traitements

L'expérience s’est faite dans des récipients en plastique alimentaire contenant 1L d’eau de mer,
permettant I'immersion totale des algues. L'eau de mer a été passée par deux filtres, un filtre a poches a
50um et un filtre a cartouche a 1um et traitée UV. Chaque bassin est équipé d’un systéme de bullage a
microbulles individuel. Trois réplicas sont mis en place par traitement. Un premier traitement (T1) a
consisté a utiliser un lot de géniteurs laissé en sporulation pendant trois heures et un second traitement
(T3) a consisté a utiliser trois lots de géniteurs pendant une heure dans un seul bassin avec changement
de lot a chaque heure (figure 16). Dans le cas du T3, les lots de sores de 75g de sores par litre remplagant

le premier lot sont gardés au frais jusqu’a leur utilisation.

1
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Figure 17: Dispositif expérimental de mesure de la sporulation en fonction du nombre de lots de géniteurs (T1: 1 lot
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Le traitement pour entrainer une sporulation est similaire a celui décrit en 1l.1.b a la différence
gue les sores ne sont pas baignés dans I'eau douce car les spores ne sont pas gardées par la suite pour
les mettre en culture et ne craignent donc pas de contamination. Apres 12h a 4°C, 75 g de sores des
deux groupes de traitement sont placés dans 1L d'eau de mer filtrée a 1 um a 12°C (tableau Ill). La
température de I'eau a été de 12°C et I'éclairage a été fait avec une lampe led Natural Light a 2000lux.

Tableau lll: Traitements pour la mesure de sporulation de la dulse en fonction du nombre de lots de géniteurs
utilisés (Chatelan, 2025)

Période

Groupe Nom Traitement Sores Volume Température Temps
1 lot de géniteur T1 | 12ha4°C 75g 1L 12°C 3h Mars
3 lots de géniteurs T3 | 12ha4°C 75g 1L 12°C 3x1h Mars
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Collecte et analyse des données

Apres un temps d’expérimentation total de 3h, trois prélevements ont été faits par réplicas et
mis dans une plaque multi-puits. La mesure de la concentration en spores des bassins s’est faite selon la
méme méthode que celle décrite en Il.1.b et I'estimation de la concentration des spores a été calculée
avec la formule suivante :

C=n=x10

Avec:
C: la concentration (en spores/mL)
n: le nombre de spores comptés dans 100uL

Le traitement statistique des données a été fait sur le logiciel R studio en version 1.45 et
I"analyse s’est faite avec un test de Student apres avoir utilisé les tests de Shapiro Wilk et de Levene pour
vérifier les hypothéses de normalité des données et d’homogénéité des variances.

c) Résultats
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Figure 18 : Répartition des concentrations en spores par mL par traitement (T1 : Utilisation d’un lot de géniteurs
pendant 3h ; T3 : Utilisation successive de trois lots de géniteurs pendant 1h) (Chatelan, 2025)

Les résultats sont peu dispersés (figure 17). La quantité de spores obtenues est plus importante
pour un traitement avec 3 lots de géniteurs (807 spores par mL en moyenne) ol les moyennes des
préléevements réalisés sont deux fois plus importantes que pour le traitement 1 (479 spores par mL en
moyenne).
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Test de Student

Un test de Student pour comparer les deux traitements a été fait. Au préalable, les tests de Shapiro-
Wilk et Levene donnent une p.value supérieure a 0,05. Les données sont distribuées selon une loi
normale et que les variances sont homogenes entre les deux traitements. Le test de Student renvoie une
p.value trés inférieure a 0,05, ce qui démontre une significativité importante de I'effet “Traitement” sur
la quantité de spores obtenues. L’utilisation de 3 lots de géniteurs permet, en un temps de trois heures,
d’obtenir une quantité de spores supérieure a celle observée avec I'utilisation d’un seul lot.

d) Discussion

Facteurs biotiques

Comme pour la manipulation précédente avec I'étude de la sporulation, les données observées
dépendent des individus et ce qui est observé pour ces individus peut étre différent si le matériel
biologique est prélevé ailleurs par exemple (Le Gall et al., 2004).

Les données sont peu dispersées dans les deux traitements. Avec un mélange de plusieurs
individus sur chaque lot, le triplement des géniteurs n’est pas plus intéressant que I'utilisation d’un seul
lot pour compenser |'effet de différence de production des individus.

Perspectives

L'augmentation de la quantité de spores obtenues n’est pas triplée quand la quantité de
géniteurs l'est. L'intérét reste donc limité dans le triplement des lots de géniteurs car tripler la
production de tétrasporophytes matures ne permet pas de tripler la biomasse obtenue par la suite. Dans
un contexte de production, le choix du T3 utilise 3 fois plus d’algues pour la reproduction et n’est pas
forcément rentable si la quantité de spores nécessaire peut étre atteinte avec un seul lot de géniteurs.
Dans un contexte de production, I'un des enjeux est de limiter la quantité de géniteurs a produire pour
les ensemencements. Dans ce cadre, cette méthode ne répond pas a cet enjeu. La quantité de spores
obtenues, bien que significativement supérieure, peut étre compensée par une durée de sporulation
supérieure, étant donné que la sporulation reste stable pendant plusieurs heures (11.1). Dans la suite des
expérimentations, la quantité de spores nécessaire aux ensemencements était largement atteignable
avec des géniteurs suivant le traitement T1, et c’est donc celui qui a été choisi.
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[Il.  Evaluation des techniques de fixation des spores sur plague de polystyrene

1. Introduction

Dans l'intérét de cultiver de la dulse pour nourrir des juvéniles d’ormeaux, une surface solide sur
laquelle les larves peuvent se fixer comme des plaques de polystyréne est un choix déja fréquent (Le Gall
et al., 2004; France Haliotis, 2025; Courtois de Vicose et al., 2023). Le comportement des spores de la
dulse sur cette surface lisse est donc I'un des aspects a étudier afin de favoriser leur fixation pour une
culture homogene et dense, voulue pour I'alimentation des juvéniles d’ormeaux par la suite. Cependant,
le taux de survie des spores entre la sporulation et la fixation est également critique pour la réussite de
la culture (Schmedes et al., 2020). Il est important de favoriser une méthode de fixation permettant une
répartition homogene des spores tout en assurant une densité importante et un bon attachement des
individus. Les spores de dulse n’étant pas mobiles, obtenir une fixation homogeéne sur un support de
culture est plutot compliqué (Schmedes et al., 2020). La culture sur plaque de polystyréne a cependant
été prouvée possible (Le Gall et al., 2004). Pour favoriser la culture souhaitée, plusieurs techniques de
préparation des plaques d’ensemencement ont été testées.

2. Test de différentes méthodes d’ensemencement

a) Matériel et méthode

Matériel biologique
L’expérience s’est faite avec des thalles fertiles d’une souche de dulse déja isolée et cultivée en
conditions controlées en bassin depuis plusieurs mois.

Dispositif expérimental et traitements

Chaque test a été réalisé dans des récipients en plastique alimentaire individuels contenant 1L
d’eau de mer filtrée a 1 micron et traitée aux UV. Au fond des récipients ont été placés des collecteurs
faits de morceaux de plaques de polystyréne mesurant 8*8 cm. Ils ont été maintenus au fond grace a un
lest et la moitié de la surface a été préalablement rayée au papier de verre afin d’en augmenter les
aspérités.

Au cours de cette expérience ont été testés trois traitements différents de sporulation: un
témoin avec dépot des sores fertiles directement dans I’'eau au-dessus du support, un ensemencement
par sédimentation avec des spores préalablement récupérées dans un autre récipient et un traitement
par application des spores préalablement récoltées et concentrées avec un pinceau directement sur les
collecteurs.
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Au moment de la mise en place de I'expérience les individus étaient en milieu fermé avec un trés
léger bullage. Trois jours apres le début de I'expérience, tous les récipients en plastique ont été mis en
systeme de circulation d’eau ouvert avec une alimentation en eau individuelle pour chaque réplica. Cette
eau était filtrée a 1um et le filtre a cartouche changé chaque semaine.

I Application sur le
J collecteur au
— pinceau

Solution de spores 6

(530 spores/mL) \

Solution de spores
(52 spores/mL)

Versement de

la solution Ajout du collecteur

(30 min aprés
application)

Pierre de.
bullage

Collecteur

Témoin (T) Sédimentation (S) Pinceau (P)

Figure 19: Dispositif expérimental de mesure de la fixation des spores de dulse en fonction du traitement (Témoin
(T): trempage des sores fertiles directement dans le milieu avec le collecteur au fond; Sédimentation (S):
préparation d'une solution de spores a part et rajout dans le milieu ; Pinceau (P) : application au pinceau sur le
collecteur d’une solution de spores concentrée) (Chatelan, 2025)

Les sores ont été isolés des thalles fertiles puis frottés et lavés a I'eau douce afin de les
débarrasser au maximum des contaminants. Aprés ringage a I'eau de mer, ils ont été placés une nuit au
frais a 4°C puis mis au contact de I'eau a 12°C pour les faire sporuler.

8 g de sores isolés ont été utilisés pour ensemencer trois réplicas par traitement : un témoin (T), un
traitement par sédimentation (S) et un traitement au pinceau (P) (figure 18).

Pour le témoin, les algues ont été plongées directement dans 1L d’eau avec le support au fond.

Pour la sédimentation, une solution de spores de 300mL a été préparée. Cette solution a été versée dans
700 mL d’eau pour compléter la solution a 1L. La concentration a été mesurée suivant la méme méthode
gue pour la mesure dans le cadre du dressage de la cinétique de sporulation. Les spores versées dans le
milieu arrivent au collecteur par sédimentation (Maggs et Callow, 2002).

Enfin I'application au pinceau a été testée par concentration des spores aprés récupération de celles-ci
sur un tamis a 10 microns et ensemencement au pinceau directement sur les plaques. Les plaques
étaient plongées dans le milieu 30 minutes aprés le passage au pinceau (Tableau IV). La température a
été de 13°Cet

'éclairage a été fait avec une lampe led Natural light a 2000lux.
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Tableau IV: Traitements pour I'ensemencement de collecteurs avec des spores de dulse (Chatelan, 2025)

Groupe |Nom |Traitement |Sporulation Sores |Volume | Température |Temps |Période
. T | 12naaec |SOresplongesdirectement | o 1L 13°C 3i | Awril
Témoin dans le milieu

Application d'une solution

P 12h a4°C |de spores concentrée sur le| 8g 1L 13°C 3h Avril

Pinceau collecteur

Rajout d'une solution
» S | 12hagec |Contenant les spores aul g 1L 13°C 3h | Avril
Sédimen milieu de culture avec le
tation collecteur au fond

Collecte et traitement des données

Pour évaluer la concentration des spores dans le milieu, la méthode est la méme que celle suivie
en I.1.b. Pour le suivi de la quantité des spores fixés, les plagques de 64 cm? ont été placées sous loupe

binoculaire avec un comptage des spores pour 0.25cm? sur 6 zones différentes, 3 dans la partie lisse et 3

dans la partie rayée pour ramener a une quantité de spores par cm?. Les données ont été collectées par

la prise de photo puis un comptage a I'aide du logiciel Mesurim 2 de I'académie de Nice (Cosantino,

2025)

Les données ont par la suite été traitées par le logiciel Rstudio version 1.45 en deux temps. L’analyse

des différents traitements s’est faite avec un test de rangs non paramétrique de Kruskall-Wallis, suivi

d’'un test post-hoc de Nemenyi. L'intérét du grattage des plaques s’est fait indépendamment du

traitement avec un test non paramétrique de Friedman.
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b) Résultats

Visualisation des données
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Figure 20: Densité de spores fixées sur les plaques en fonction du traitement aprés transformation logarithmigue
des données (P: pinceau, T: témoin et S : sédimentation) d‘ensemencement des plaques avec erreur standard a
95% (Chatelan, 2025)

Les données sont trés dispersées avec des erreurs types trés importantes (figure 19). La
visualisation par un histogramme montre une fixation tres favorisée chez le témoin. Les taux de fixation
moyens observés pour les traitements P et S sont respectivement de 1,1% et 6,8%.

Tests statistiques

Les tests de Kruskall-Walllis et Friedman sont significatifs ce qui montre une différence
significative entre les traitements et les plaques (tableau V). Aprés un test post-hoc de Nemenyi, Le
témoin permet une fixation des spores significativement plus efficace que I'application au pinceau.
Indépendamment du traitement, le grattage des plaques permet une meilleure fixation des spores.

Tableau V:Test de significativité pour les différents traitements d'ensemencement et de plague (Chatelan, 2025)

Traitement Kruskall-Wallis <0,05 2
Plaque Friedman <0,05 8
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c) Discussion

Facteurs biotiques

La dulse utilisée pour la mise en place de cette expérience provient de la souche BV en culture
depuis plusieurs mois, déja utilisée en partie Il.1. Elle a été mature pendant a partir d’octobre 2024
pendant la saison de reproduction de I'espece et les spores présentes en fin de saison peuvent avoir été
impactées par la période de réalisation de I'expérience (Schmedes et al., 2020). Cela peut expliquer la
faible productivité lors de la mise en place des traitements P et S (<2 000 spores par gramme de sore par
heure observées ici et entre 5 000 et 25 000 spores par gramme de sore par heure observées par Le Gall
et ses collaborateurs (Le Gall et al., 2004)).

Facteurs abiotiques

Les faibles taux de fixation des traitements P et S expliquent la faible présence des spores sur les
plaques pour ces deux traitements. La mise de spores dans le milieu est un moment critique ou
beaucoup de mortalité peut étre observée. Cela peut étre dii a la temporalité de I'expérience, ici en fin
de période de reproduction (Schmedes et al., 2020). Aussi, il a été observé sur d’autres espéces d’algues
rouges du genre Gracilaria, que les sores relachent moins de spores dans des milieux non enrichis, ce qui
est le cas ici (Lideman et al., 2020). Le comportement des thalles fertiles aurait pu étre différent si I'eau
avait été enrichie.

Puissance statistique

Le traitement s’est fait avec trois réplicas et des données tres hétérogenes et dispersées. Les
taux de fixation étaient tres différents et I'analyse s’est faite avec des tests non paramétriques. Leur
puissance est donc limitée par rapport a des tests répondants a plus de contraintes. Cela s’observe car
malgré des données de densité plus importantes pour le témoin, on ne peut pas conclure sur la
différence avec le traitement S.

L’analyse sur la méthode de fixation doit se faire avec prudence et ce qui est observé ici doit étre
interprété comme une tendance plus qu’un réel résultat significatif.

Perspectives

La problématique de I'homogénéité de la répartition des spores sur les supports reste
importante et les résultats de I'expérience montrent une répartition hétérogene de ceux-ci. La recherche
des méthodes, comme I'application au pinceau ou par sédimentation, ont été faites car elles sont
susceptibles d’étre plus homogenes. Ces méthodes entrainent I'intervention du manipulateur, qui peut
alors choisir la répartition des spores. L'application des spores au pinceau est une technique
significativement moins intéressante que le témoin. De plus, le taux de fixation des spores par
sédimentation est plus élevé que celui par traitement au pinceau. Pour un ensemencement sur des
volumes plus importants, le choix s’est donc porté sur la méthode de sédimentation avec une
augmentation importante de la quantité de spores mis dans le bassin pour pallier au faible taux de
fixation.
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3. Suivi de culture ensemencée par sédimentation

a) Matériel et méthode

Matériel biologique
Le matériel biologique utilisé a été de la dulse récoltée au niveau de Kerlerdut au nord de I’Aber
Wrac’h en plongée le 31 mars 2025.

Dispositif expérimental et traitements

La mise en place de I'expérimentation s’est faite avec un grand bassin peu profond de 1m? de
surface. Le fond a été recouvert avec les supports choisis. Deux traitements ont été suivis, 3 plaques ont
été mises en eau pendant plusieurs semaines avant I'expérience et ont été recouvertes d’un biofilm alors
que 3 plaques ont été lavées a la javel et débarrassées de toute contamination avant I'expérience. Le
bassin a été équipé d'un bullage avec une pierre permettant I'oxygénation en microbulles et d’un
systeme d’arrivée d’eau filtrée a 1um par un filtre a cartouche (figure 20). Les plaques ont été
maintenues au fond a I'aide de lests et des fragments ont été disposés aléatoirement pour permettre les
premieres collectes de données a la loupe binoculaire sans sécher ni exposer a la chaleur les jeunes
spores.

Cing jours aprés I'ensemencement, les plaques ont été déplacées dans 3 bacs de 170L et
cultivées verticalement a I'aide de paniers. Une plaque de chaque traitement (biofilm ou non) a été
placée dans chaque bac. Chacun avait un systeme de bullage a fines bulles et une arrivée d’eau filtrée
indépendants.

x3

Versement de la solution de spores
de fagon homogéne

Solution de spores

Plaque nettoyée

x3

Plaque avec biofilm

Placement des Circulation de l'eau
plagues au fond
avec des lests

O

Barre de bullage
1

Bassin de nurserie

Figure 21: Ensemencement de spores de dulse sur plaques avec ou sans biofilm dans un bassin de nurserie
(Chatelan, 2025)
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Le processus de sporulation suivi est le méme que décrit dans la partie 1l.1.b car déja prouvé
efficace. Les sores ont été sortis et placés dans un bac de 30L rempli d’eau de mer filtrée a 1um et
passée a la lampe UV. Afin d’optimiser la quantité de spores obtenues, les thalles fertiles ont été plongés
a une densité de 75g/L. Des contrdles fréquents de la densité des spores dans le bac de sporulation ont
été réalisés afin de connaitre cette densité et d’adapter le volume de solution versé dans le bac pour
ensemencer par sédimentation 1m? de plaques a 500 spores/cm? avec le calcul suivant (Baud, 2025) :

V=dxS/C

Avec :
V: le volume de solution de spores versé en L
d: la densité de spores souhaité en spores/cm?
S: la surface a ensemencer en cm?

C: la concentration de spores en spores/L

Par la suite, le volume choisi a été mesuré a I'aide d’un bécher et versé dans le bassin de culture
des spores préalablement rempli d’eau de mer filtrée et traitée aux UV. Ce pré-remplissage a permis un
non débordement du systeme évitant la perte des spores mais aussi une dilution des contaminants
comme les bactéries ou les composants éventuellement toxiques relachés par les thalles pendant la
sporulation. Un systéme de bullage avec des microbulles a été allumé quelques heures apres la mise en
bassin des spores. Le bassin a été mis en systeme ouvert 24h aprés le début de I'expérience. La
température a été de 13,5°C au moment de I'ensemencement et I'éclairage maintenu a 1600lux.
Pendant les 80 jours de culture, la température a variée plusieurs fois en fonction de la température de
I’eau de pompage.

Tableau VI: Traitements des plaques pour I'ensemencement avec des spores de dulse en nurserie (Chatelan, 2025)

Traitement Densité voulue Surface Température Fertilisation Période
12h a4°C |500spores/cm? | 5400 cm?|13,5°C Non Avril-Juillet

12h a4°C |500spores/cm? | 5400 cm?|13,5°C Non Avril-Juillet

Collecte et analyse des données

Pour les données de fixation initiale, les petites plaques disposées dans le systeme ont été
analysées a la loupe binoculaire et le nombre de spores comptées sur une surface connue, permettant
de connaitre la densité fixée. Ce premier comptage a été fait 3 jours apres la disposition des spores dans
le bassin, temps a partir duquel toutes les spores se sont fixés (observations personnelles, Aurélien
Baud). Par la suite la croissance des plantules a été suivie a partir du taux d’individus produisant un thalle
grace aux observations a la loupe binoculaire au grossissement x30 et la prise de photos. Le taux de
germination apporte des informations sur la croissance des males dans les premiers stades uniquement,
les femelles restant bien plus petites. Le taux d’individus développant des thalles permet de déterminer
un sexe ratio, du au dimorphisme sexuel prononcé de la dulse (Van der Meer et Chen, 1979). Les photos
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ont été analysées sur le logiciel Mesurim 2 de I'académie de Nice (Cosentino, 2025) permettant le
comptage des spores sur une surface connue. Les surfaces comptées ont été déterminées aléatoirement.
Le suivi de la densité a permis la détermination de I’existence d’une mortalité des individus.

Les données collectées ont été analysées sur le logiciel R studio v1.45 en deux parties. L'intérét
de l'utilisation de plaques avec biofilm ou non a été étudié avec un modele linéaire mixte mettant en
évidence I’évolution de la densité de spores puis plantules en fonction du traitement et de I'dage. Ce
modele permet également I'ajout d’effets aléatoires,ici, I'effet bassin et I'effet plaques. Le modéle a été
réalisé sur des données transformées avec une fonction racine carré pour améliorer ’homoscedasticité
des résidus. Ce modele a été analysé avec une anova par la suite et un test post-hoc de Tukey avec
I'utilisation de la bibliotheéque emmeans.

L’étude du développement de thalles s’est faite avec un taux exprimé en pourcentage par rapport a
la densité de spores totale. Un test binomial a été fait pour déterminer les taux significativement
supérieurs a 50%. Une asymptote a été déterminée avec la limite de la moyenne des taux d’individus
développant un thalle observés sur chaque plaque.

b) Résultats

Partie 1: évolution de la densité de plantules en fonction de I'dge, la température et le biofilm

Visualisation des données
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n
100 No
Oui

Densité (spores/cm?)
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Age des plaques (jours)
Figure 22: Evolution de la densité de spores puis plantules sur les plaques en fonction de I'dge et du biofilm avec
affichage des erreurs standards a 95% (Chatelan, 2025)

Les données montrent deux groupes de densité de plantules en fonction de la présence ou non
d’un biofilm (figure 21). Les plaques avec biofilm ont une quantité de spores fixées supérieure aux
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plaques sans biofilm. Les taux de fixation observés sont de 18,7 %(+3,9%) pour les plaques sans biofilm et
31% (+9,8%) pour les plaques avec biofilm.

Modele linéaire mixte

Tableau VII:Test de Tukey par modélisation linéaire mixte de la densité de spores sur support en fonction de |'age
et du biofilm (Chatelan, 2025)

Valeur de référence Valeur testé m Degré de I|berte p.value

' Sans biofilm Avec biofilm 15,77 <le-16 |
Age 0 Age >0 2,51 51 <0,05 |
| Age> 0 sans biofilm Age >0 avec biofilm -2,338 51 <0,05 |

Le modele indique une partie de la variance expliquée par l'effet plague (annexe 2). Le
placement dans les différents bassins n’a pas influencé les résultats de cette expérience. Les plaques ont
un effet aléatoire sur la fixation des spores et I'évolution de la densité des spores. Le biofilm a un effet
significatif positif (t value >0 et p.value <0,05, tableau VII). La présence d’un biofilm augmente la quantité
de spores sur la plaque, le biofilm améliore la fixation des spores. L’age a un effet fortement significatif
négatif (t value <0 et p.value <<0,05, tableau VII). La quantité d’individus diminue avec I'age, ce qui
témoigne d’'une mortalité en fonction du temps passé en bassin. L'interaction biofilm et age a un effet
négatif significatif (t value <0 et p.value<0,05, tableau VII). La mortalité est plus importante pour les
plaques recouvertes d’un biofilm.

Partie 2: Evolution du taux de plantules développant un thalle

Visualisation des données
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Figure 23: Evolution du taux de spores germées par traitement des plaques (avec ou sans biofilm) en fonction de
I'dge des plagues et affichage des erreurs standards a 95% et de la constante a 50% (Chatelan, 2025)
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Le taux de plantules développant un thalle semble augmenter avec I'age et arriver a un plateau
autour des 50% entre le jour 20 et le jour 30 (figure 22). Le taux d’individus développant des thalles
dépasse significativement les 50% a partir du jour 30. Il se stabilise entre 60 et 80%.

Test binomial et asymptote
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Figure 24: Evolution du taux de spores germées sur plague en fonction de |'dge et affichage des valeurs
significativement supérieures a 50% a l'aide d’un test binomial et affichage de I'asymptote du taux a 72,5%
(Chatelan, 2025)

Le taux de plantules développant un thalle augmente et converge vers une limite située a 72.5%.
Les gamétophytes femelles commencent a développer des thalles au jour 30 environ ou I'on commence
a observer des taux de germination significativement supérieurs a 50% (figure 23).

c) Discussion

Facteurs biotiques

L’environnement n’a pas été totalement contrélé et des indicateurs, comme la température, ont
varié en fonction de I'eau pompée, ce qui a pu avoir un effet sur la croissance de la dulse (Stévant et al.,
2023). Le contrble des contaminants a été également limité et plusieurs observations d’organismes
compétiteurs comme les diatomées ou les algues brunes filamenteuses du genre Ectocarpus ont été

faites pendant I'expérience.

Facteurs abiotiques

Les plaques d’ensemencement ont été utilisées pendant plusieurs années avant |'expérience.
Cela peut étre une raison pour laquelle I'effet aléatoire des plaques explique une partie de la variance
dans le modele. Elles étaient fréquemment sorties de I'eau et observées a la loupe binoculaire pour
collecter les données. Des précautions de temps d’observation étaient prises pour limiter |'effet de ce
stress sur les individus cependant les algues étaient tout de méme exposées a une luminosité et chaleur
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bien plus élevées que dans les bassins. Ces différentes raisons peuvent expliquer I'effet des plaques sur
la variance montrée dans le modele.

Une méthode de culture avec un meilleur controle des différents facteurs, comme la
température, la qualité de I'eau, I'ajout d’éléments nutritifs permettrait d’observer de meilleurs
rendements. C’est le cas dans les expérimentations de Line Le Gall en 2004, avec des taux de survie bien
plus intéressants pour la culture de dulse a partir de sporophytes (Le Gall et al., 2004).

Modele statistique

L'étude du modele s’est faite aprés une transformation des données, justifiée par la
comparaison des résidus mieux répartis aprés |'utilisation de la fonction racine carrée. Les p.value sont
assez éloignées de 0,05 donc les résultats restent significatifs malgré la transformation.

La plaque lll ayant été accidentellement exposée a l'air libre pendant trop longtemps, les
données de densité au jour 80 ne pouvaient pas étre interprétables. Elles ont été retirées du modele qui
présente des limites pour la valeur Age = 80 jours et Biofilm: oui car les données n’ont pas été calculées
avec trois réplicas.

Perspective

Les faibles taux de fixation témoignent d'une trés forte mortalité au moment de
I’ensemencement. Obtenir suffisamment de spores pour contrer cet effet et controler la fixation a la
densité souhaitée semble tout de méme possible. Cet ensemencement peut se faire sur des plaques
recouvertes d’un biofilm qui montrent un meilleur taux de fixation.
La mortalité n’est pas ponctuelle au moment de la sporulation et de 'ensemencement car elle s’observe
tout au long de la culture, comme I'dge est un parametre significatif négatif de la densité de plantules. Le
phénoméne de développement des thalles chez les gamétophytes femelles semble concerner 50%
environ des femelles. Ce phénomene peut étre intéressant dans le cas de culture de gamétophyte,
comme ici, car il permettrait d’avoir plus de 50% de la population développant de la biomasse, méme
sans fécondation. Cependant, les thalles femelles ont une croissance plus lente que les males et
produisent des spores non viables (Van der Meer et Chen, 1979). Les femelles ont une durée de vie
limitée estimée entre 6 et 8 mois si elles ne sont pas fécondées (Van der Meer et Chen, 1979), limitant
grandement les possibilités de culture.

4. Conclusions

L’ensemencement de supports actuellement utilisés en nurserie par I'entreprise avec de la dulse
est possible. Pour favoriser des conditions d’homogénéité et donc d'accessibilité a la ressource pour les
ormeaux, la méthode d’ensemencement par sédimentation semble justifiée. Cependant, méme avec
des conditions avantageuses pour la fixation de spores comme la présence d’un biofilm sur la plaque, le
taux de fixation reste faible. Il est possible de compenser ce probleme de quantité avec la maitrise de la
sporulation et I'anticipation de la perte des spores. Par la suite, il est important de maintenir des
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conditions stables et dans les optimums de croissance des jeunes plantules. Pendant le temps de culture,
la mortalité des gamétophytes est faible mais toujours présente. Il est donc important de considérer
cette perte d’individus lors de la mise en place des cultures afin d’avoir assez de biomasse pour nourrir
les ormeaux.

IV. Conditions de croissance des jeunes plantules

1. Introduction

Une fois les jeunes gamétophytes fixés sur le support, le suivi de leur taille permet de conclure
sur la méthode de croissance la plus rapide. Différentes méthodes peuvent se montrer intéressantes sur
les aspects d’acces a la lumiere et de disponibilité des nutriments. Les plaques ensemencées en 1ll.2. ont
passé 80 jours placées verticalement et leur taux de croissance est 28 fois plus lent par rapport a ce qui
peut étre observé sur d’autres études (Le Gall et al., 2004). Différentes techniques de croissance ont
donc été étudiées pour déterminer si la méthode suivie pendant 80 jours ou méme la culture sur plaques
ont été des facteurs limitants sur la croissance des plantules.

2. Matériel et méthode

Matériel biologique

Les plantules utilisées pour cette expérience ont été cultivées pendant 80 jours sur des plaques
en polystyréne. Afin d’avoir trois réplicas, les trois plaques avec la plus grande densité de spores au
moment de la mise en place de I'expérience ont été choisies.

Dispositif expérimental et traitements

Trois traitements ont été déterminés pour évaluer le plus intéressant pour la croissance des
plantules. Les plaques ont été séparées en tiers et isolées dans des bassins de culture indépendants.
Chaque culture sur plaque était dans un bassin de 30L avec un systeme de bullage a fine bulle et
d’apport d’eau indépendant (figure 24). Les cultures en suspension étaient suivies dans des bouteilles en
plastique transparentes pourvu d’un systeme de grosses bulles pour maintenir la suspension (figure 25).
Les bouteilles trempaient dans un bain-marie pour maintenir la température de la culture a 13,5°C
(Stévant et al., 2023). L'eau de mer circulant dans le systeme est filtrée a 1um et refroidie avec une
pompe a chaleur pour maintenir une température stable de 13,5°C. Les plaques ont été nettoyées au jet
d’eau douce une fois par semaine. Chaque culture était fertilisée une fois par semaine avec du nitrate de
sodium et du phosphate aux concentrations suivant celles du milieu f/2 (annexe IIl).
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Figure 26: Culture de plantules de dulse
en suspension (Chatelan, 2025)

Figure 25: Cultures de plantules de dulse sur
plague de polystyréne verticale ou horizontale
(Chatelan, 2025)

La mise en place de la culture sur plaque a nécessité la casse des plaques pour des cultures
indépendantes. Chaque plaque était nettoyée avant d’étre mise en culture.

Pour mettre les cultures en suspension, les plaques ont été méticuleusement raclées a 'aide
d’un scalpel. Les plantules ont été récupérées dans un récipient contenant 600mL d’eau de mer filtrée a
1um et traitée aux UV. Ce contenant a ensuite été versé dans les récipients de culture faits de bouteilles
en plastique placées dans un bain-marie afin de maintenir une température de culture optimisée a
13,5°C. 6uL de dioxyde de germanium a été ajouté en quantité d’utilisation préconisée pour ne pas
affecter les plantules, a chaque réplica pour limiter la propagation des diatomées et un systéme
produisant des grosses bulles permettant de maintenir la suspension a été placé dans chaque culture
(tableau VIiI).

Tableau VIII: Traitements de culture pour favoriser la croissance des thalles de dulse (Chatelan, 2025)

Groupe Culture Systéme‘ Fertilisation Dioxyde de germanium Période

Horizontal Sur plaque Ouvert | Oui (1x/sem) Non Juillet-Ao(t
Vertical Sur plaque Ouvert | Oui (1x/sem) Non Juillet-Ao(t
IS E-CI En suspension Fermé | Oui (1x/sem) Oui Juillet-Aolt

III

Les cultures ont été placées sous un éclairage led dit “naturel” constant a 1600lux sur un cycle
16 :8. L'eau alimentant le bain marie et les circuits a traversé une pompe a chaleur pour contréler la
température a 13,5°C. En fonction des températures et de la vitesse de pompage, la température a

plusieurs fois dépassé 30°C lors des 30 jours de culture.

Collecte et analyse des données

Les mesures se sont faites par visualisation des plaques a la loupe binoculaire au grossissement
x30. Plusieurs zones ont été mesurées de facon aléatoire. Une lamelle a été placée au-dessus de la
plaque de culture pour étaler les plantules et les voir en 2 dimensions. Des photos étaient prises puis les
plantules ont été mesurées a I'aide du logiciel Mesurim 2 de I'académie de Nice (Cosentino, 2025). Les
thalles ainsi étalés permettaient la différenciation du sexe des gamétophytes par observation. La
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différence de taille et la capacité des femelles a former une cro(te visible permettaient cette
différenciation.

L'analyse des données s’est faite avec le logiciel Rstudio version 1.45 avec un test statistique
d’analyse de variance Anova pour la comparaison entre la taille des plantules en fonction du traitement
et du sexe des individus. Le modeéle ainsi que I’Anova ont été faits apres la transformation des données

avec une fonction racine carré.

3. Résultats

Partie 1: Etude de la croissance des jeunes plantules en fonction du traitement et du sexe

Visualisation des données

154
2 . .
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Figure 27. Répartition des données de la taille des plantules de dulse en fonction du traitement (Décrochage :
culture en suspension en systéme fermé ; Plat : culture sur plaque positionnée a plat en systéme ouvert ; Vertical :
culture sur plaque placée a la verticale en systeme ouvert) et du sexe des plantules (Chatelan, 2025)

Les thalles se développant sur les gamétophytes femelles sont plus petits que les thalles se
développant sur les males aprés le méme temps de culture (figure 26). La différence entre les

traitements n’est pas significative.

Test Anova aprés modélisation linéaire

La différence de taille entre les plantules en fonction du traitement n’est pas significative
(tableau IX). Que la culture se fasse sur plaque laissée a plat, mise verticale ou en suspension, cela
n’affecte pas la croissance entre les plantules sur 1 mois. Le sexe est un facteur déterminant de la
croissance. Les males sont plus grands plus rapidement que les femelles.
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Tableau IX: Test par analyse de variance de Ia taille des plantules en fonction du sexe et du traitement (Chatelan,
2025)

Valeur de référence | Valeur testée Degré de liberté | p.value
Taille Sexe 10,81 1 <0,05
Taille Traitement 0,50 2 >0,05

4. Discussion

Facteurs abiotiques

Les différences de traitement ne sont pas significativement différentes. La croissance a été suivie sur
1 mois, ce qui est une durée assez courte par rapport a I'arrivée a maturité des plantules males, qui est
de 1 an. Aucune conclusion ne peut étre faite sur une différence de croissance entre les traitements mais
une expérience avec un suivi plus long, de 6 mois par exemple, pourrait compléter I'expérience réalisée
ici pour confirmer ou infirmer ce qui a été suivi ici.

La croissance globale des plantules est tres lente par rapport a ce qui a déja été observé en culture
sur plaque. La croissance des plantules de Le Gall et ses collaborateurs en 2004 ont mesuré plus de
20mm aprées 3 mois de culture alors que les plantules ici obtenues sont de 0,7 mm en moyenne apres
plus de 3 mois de culture. Beaucoup de facteurs pleuvent expliquer ce retard de croissance. Le facteur
majoritaire étant un controle limité de I'environnement exposant les plantules a des variations de
température et des organismes contaminant compétiteurs ou brouteurs (Stévant et al., 2023).

Modele statistique

Le modeéle a été fait sur des données transformées avec la fonction racine carrée. Cela permet
une meilleure répartition des résidus et un modele plus juste pour I'analyse de variance faite par la suite.
Une étude faite avec plus de réplicas aurait pu permettre une meilleure répartition des données sans
transformation. L'expérience avec plus de trois réplicas aurait permis plus de poids statistique
également.

Perspectives

La dulse grandit malgré différents traitements et types de croissance. La culture sur plaque,
maintenue verticale ou horizontale est possible. La culture en suspension I'est aussi. La gestion des
contaminants est une problématique majeure de la culture de dulse, notamment aux jeunes stades
(Werner et Dring, 2011). L'accumulation de plusieurs facteurs non contrélés de I'environnement a un
impact négatif sur les potentiels de croissance de I'algue (Le Gall et al., 2004). Pour avoir une nurserie
stable et cultiver des plaques denses et homogenes, les modes d’actions principaux doivent étre centrés
sur le contrdle de la mortalité et I’évolution des conditions de croissance.

Les gamétophytes femelles sont plus petits que les males. Dans le contexte d’une culture de
gamétophyte, elles ne peuvent pas étre aussi intéressantes qu’eux. Leur croissance reste limitée (Van
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der Meer et Chan, 1979), et leur taux de mortalité apres plusieurs mois de culture en font des candidates
de moins bonne qualité dans un processus de production.

V. Discussion générale

Lors de cette étude, les manipulations se sont faites a partir de tétrasporophytes matures pour
suivre les conditions de sporulation, fixation des spores et croissance des plantules. La période de
maturité des tétrasporophytes est comprise entre octobre et mars (Le Gall et al.,, 2004) dans le Finistere
nord. Cette étude a été menée entre mars et aolt 2025. Menées sur une période comprenant
I'intégralité de la période de maturité de la dulse, les expériences auraient pu étre multipliées et les
méthodologies affinées. Les conclusions obtenues dans ce rapport le sont pour des manipulations faites
sur des périodes courtes avec des quantités de géniteurs limitées.

Les facteurs abiotiques de cultures ont été peu controlées. La température a varié en fonction de
I'eau de pompage et de la disponibilité de la ressource a I'entreprise. Il a été pris soin tout au long de
I’étude de ne jamais dépasser le seuil de température de mortalité de la dulse, de 21°C (Stévant et al.,
2023). Le seuil affectant la croissance de la dulse, de 14°C (Stévant et al.,, 2023) a été dépassé pendant
plusieurs périodes de culture, pouvant expliquer en partie la croissance limitée des plantules par rapport
aux autres travaux (Le Gall et al., 2004).

Les tests statistiques ont été faits sur trois réplicas pour chacune des expériences menées. La
multiplication des essais et des réplicas permettrait d’obtenir des résultats plus fiables statistiquement,
ce qui est important pour la dulse étant une algue avec des capacités de sporulation trés hétérogene (Le
Gall, 2004).

Le contré6le de I'environnement de culture est donc a mieux controler pour permettre aux essais de
mieux fonctionner. Les facteurs abiotiques comme la température, la luminosité et le traitement de I'eau
sont a améliorer pour réduire la mortalité des spores et des plantules. Il en va de méme pour la
fertilisation des milieux de culture dés la sporulation, qui la favorise déja pour d’autre espéces d’algue
rouge comme les algues du genre Gracilaria (Lideman et al., 2020).

La dulse pousse en tant qu’épiphyte sur certaines algues brunes (Hawkins et Harkin, 1985). Les
biofilms environnementaux, recouvrant les plaques ont montré qu’ils favorisaient la fixation des spores
du dulse sur celles-ci. Des expérimentations menées sur la capacité des spores a se fixer sur des biofilms
se rapprochant de celui trouvable sur les algues brunes pourraient montrer si cela améliore la capacité
des spores a se fixer.

Des tentatives de fixation dans des bassins plus profonds avec des étages de plaques pourraient
permettre d’ensemencer plus de matériel en une sporulation.
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VI. Conclusion

La mise en place d’une culture de dulse a partir des tétraspores est aujourd’hui réalisable mais ne
peut pas répondre aux usages voulus par I'entreprise France Haliotis.

L’ensemencement des plaques, support d’élevage du juvénile d’ormeau, avec des tétraspores est
possible. Le taux de fixation maximum observé dans la présente étude est de 30%, ce qui entraine la
perte de 70% des spores. Cependant, obtenir une solution d’ensemencement avec une densité de spores
importante est faisable. Malgré le controle de la quantité de spores fixées sur le support, leur
développement entraine la perte de 50% de I'ensemencement, étant des plantules femelles, sous 6 a 8
mois aprés un développement ralenti (Van der Meer et Chen, 1979). Pendant leur développement, la
mortalité n’est pas nulle sur une durée de plusieurs mois. Le taux de mortalité n’a pas été estimé en
fonction du temps mais il est sir que des plantules sont perdues pendant leur développement. En
comparaison avec le cycle de production de I'Ulvella, actuellement utilisée dans I'entreprise, la dulse ne
peut pas répondre a des problématiques de nourrissage du naissain d’ormeau sur support de plague en
polystyrene.

Cependant, les processus étudiés lors de ce rapport concernent des jeunes stades et les cultures
sur support permettent leur isolement physique et donc, celui des individus. Les processus étudiés
peuvent étre utiles dans le cadre de la mise en place de processus d’isolement puis de sélection avec une
fécondation suivant des croisements choisis (Baud et al., 2024). Dans le cadre du projet Dulseinnov, les
manipulations faites lors de cette étude permettent de mieux comprendre la cinétique de sporulation, la
capacité de fixation et de développement des spores sur support inorganique.

La diversification des algues pour le nourrissage du naissain d’ormeau peut aussi se tourner vers
d’autres algues, au cycle plus proche de celui de I'Ulvella. Les algues de la famille des Erythrotrichiaceae

comme l'espéce Sahlingia subintegra que l'on peut retrouver en tant qu’épiphyte sur les algues
bretonnes (Feldmann, 1954), ont des caractéristiques cependant intéressantes pour la production dans
un élevage conchylicole comme un cycle court et une croissance en 2 dimensions. Ces algues grandissent
trés vite a des températures supérieures a 20°C et sont intéressantes pour I’élevage d’ormeau et
peuvent contribuer a répondre a des enjeux actuels comme le réchauffement climatique (Hurtado-Ponce
et Umezaki, 1985 ; Courtois de Vicose et al., 2024).
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ANNEXES

Annexe | : Résidus de la modélisation linéaire mixte de la cinétique de sporulation de la dulse (Chatelan, 2025)

Effets aléatoires Variance

Bassin Elevage

176 505

Résidus Elevage

103 827

Bassin Sauvage

0

Résidus Sauvage

450 517

Annexe Il: Résidus de la modélisation linéaire mixte de la densité en spores en fonction de I'dge et du biofilm

(Chatelan, 2025)

Effets aléatoires Variance

Plaque

1,134

Résidus

2,419

Annexe lll: Composition du milieu de culture /2 (Guillard, 1975)

Trace elements stock solution

L

Na, EDTA

FeCl3~ 6H20

CUSO4' SHQO

ZnS0O,4 7H,O

COC12' 6H20

MnC12'4H20

N32M004' 2H20

Vitamin mix stock solution
Cyanocobalamin (Vitamin By,)
ThiamineHCI (Vitamin B,)
Biotin

Media composition

NaNO;

NaH2P04' 2H20

Vitamin mix stock solution
Trace elements stock solution

4.160 g
3.150 g
0010 g
0.022 g
0.010 g
0.180 g
0.006 g
100 mL
0.0005 g
0.1000 g
0.0005 g

0.07500 g
0.00565 g
1.0mL
1.0mL
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Abstract :
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