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Introduction

Regroupant de nombreuses especes a travers le monde, 1’aquaculture joue aujourd’hui
un réle majeur dans 1’apport de produits aquatiques, avec plus de 76 millions de tonnes
produites en 2015. Cela représente 45% de la production totale. A 1’échelle mondiale,
I’aquaculture continentale est majoritaire par rapport a I’aquaculture marine (45 097 349 tonnes
de poissons contre 6 810 121) (Xiaowei, 2017). Cependant, cette production est basée
principalement sur deux especes : la truite arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss et la carpe
commune Cyprinus carpio. Ces dernieres représentent respectivement 40 et 32% de la
production d’eau douce européenne, avec 190 000 tonnes et 153 000 tonnes (FIGIS, 2017). La
demande constante de la part des consommateurs pour ces deux especes explique une
focalisation sur cette production, laissant de coté le développement a grande échelle de
I’élevage des autres especes. Une diversification et un changement des modes de production
sont aujourd’hui indispensables pour augmenter la production aquacole (Fontaine et al., 2009).

Cette diversification est déja visible. D’apres la FAO, entre 1950 et 2005, le nombre
d’especes élevées est passé de 43 a 219. Malgré tout, la production croit plus vite que le nombre
d’especes élevées, principalement a cause de la raison évoquée précédemment. Si nous
comparons 1’élevage de nos jours a celui d’il y a 40 ans, preés d’un quart des especes actuelles
n’était pas €levées. Cela prouve combien la diversification a joué un réle important dans le
développement de I’aquaculture. Plusieurs raisons expliquent cette volonté d’élever de
nouvelles especes : (1) limiter les captures de juvéniles pour le grossissement en maitrisant leur
cycle biologique (exemple du thon Thunnus spp. ou de 1’anguille Anguilla spp.), (2) rechercher
des especes ayant un fort potentiel de croissance pour limiter les cofits et les risques lors des
phases de grossissement, (3) exploiter des especes a haute valeur symbolique mais dont les
stocks halieutiques s’épuisent (exemple de la morue Gadus morhua), (4) trouver des especes
intégrant des criteres de durabilité, comme le marché local, la faible demande en protéine
animale, la production d’intrants, (5) créer une diversité pour le consommateur, (6) trouver des
especes pouvant étre élevées dans des environnements particuliers ou difficiles. En Europe, le
programme DIVERSIFY est un exemple de projet avec pour objectif 1’amélioration de
I’élevage de 6 especes choisies pour leur potentiel aquacole. Deux especes pour la culture
continentale sont étudiées, le mulet gris Mugil cephalus et le sandre Sander lucioperca.

Actuellement, I’aquaculture continentale est basée majoritairement sur 1’utilisation de
systemes de productions que I’on pourrait définir comme traditionnels : des bassins naturels
comme les étangs, ou des circuits ouverts comme les raceway. Cependant, ces systeémes
montrent des limites : de durabilité avec des problemes de pollution de I’environnement,
d’échappement d’individus, mais aussi d’adaptabilité aux especes avec des controles de certains
parametres difficiles a cause des variations environnementales. Le développement des circuits
recirculés est une option intéressante pour pallier ces problemes. Cette technologie permet une
réduction de la consommation d’eau en la traitant et en 1’injectant a nouveau dans le circuit,
une meilleure gestion des déchets qui sont isolés et peuvent Etre traités et un meilleur contrdle
des parametres physico-chimique (le faible apport d’eau neuve permet de gagner en stabilité)
(Martins et al., 2010). Malheureusement, cette technologie possede aussi certaines limites, qui
sont principalement I’investissement financier important lors de sa mise en place. Cela est un
frein pour un secteur dominé par les petites entreprises. Le manque de protocoles clairs pour
une utilisation optimale de cette derni¢re peut aussi rendre son utilisation complexe.

La maitrise du cycle de vie d’une espece nouvelle est délicate mais nécessaire pour
augmenter sa production. Les particularités de chaque espece nécessitent le développement de
méthodes spécifiques. Les premieres phases de ce cycle, permettant d’obtenir les juvéniles, sont
primordiales. Les écloseries et les instituts de recherche ont ce rdle d’amélioration et



d’innovation dans la maitrise de ces €tapes. Les avancées technologiques et les programmes
d’amélioration génétique assurent maintenant un apport de juvéniles de trés bonne qualité en
quantité suffisante. Cependant, les avancées faites au sein des écloseries ont une diffusion
limitée par peur de perdre 1’avantage stratégique qu’elles procurent.

La famille des Percidés regroupe des poissons d’eau douce répartis a travers
I’hémisphere Nord. Sur plus de 235 especes (Eschmeyer, Fong, 2017), certaines d’entre-elles
montrent un intérét économique pour la péche professionnelle ou de loisir, mais aussi pour
I’aquaculture. Quatre especes en particulier sont intéressantes : en Amérique du Nord, la perche
jaune Perca flavescens et le doré jaune Sander vitreus et en Europe la perche européenne Perca
Sfluviatilis et le sandre Sander lucioperca. Biologiquement proches, elles profitent des avancées
communes faite pour leur élevage.
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Figure 1. Evolution temporelle de la production de Perca fluviatilis en Europe de 1950 a
2015. Code couleur : Péche ; Aquaculture (FIGIS, 2017)

En Europe et en Asie, les captures de perche européenne s’élevaient a 29 000 tonnes en
2015, contre 350 tonnes produites en aquaculture (Figure 1). Principalement péchée, elle
possede malgré tout un fort potentiel aquacole. En effet, la perche européenne est une espece
avec un marché traditionnel dans plusieurs pays européens, notamment les pays nordiques avec
la Finlande et la Suede et les régions alpines de 1’ Allemagne, de la France, de I’Italie ou de la
Suisse (Overton et al., 2015). Si ce marché s’est avant tout créé grace a une péche importante
dans ces pays, son élevage a débuté dans les années 1990. La perche est une espece sensible
aux variations environnementales et aux pathogenes. Un contrdle plus fin de ces points en
systéme recirculé permet d’améliorer sa production. A la fin des années 1990, les études se sont
multipliées sur I’élevage en circuit recirculé (Timmons et al., 2013), permettant d’améliorer les
phases de grossissement, mais aussi 1’élevage larvaire. Cette derniere phase est en effet tres
spécifique chez la perche, principalement a cause de la phase d’incubation. En effet, les ceufs
ne sont pas libres mais li€s les uns aux autres pour former un ruban qui peut mesurer jusqu‘a 2
m de long 15 cm de largueur (Gillet, Dubois, 1995 ; Korzelecka et al., 1998). Dans son
environnement naturel, ce ruban se fixe sur divers supports (débris, végétaux) qui le
maintiennent dans la colonne d’eau et permettent la fécondation par les males. Cette
particularité oblige les écloseries a travailler avec des incubateurs innovants, en s’appuyant des



principes de bases décrits dans des ouvrages spécialisés. Dans un objectif d’intensification, les
études concernant la reproduction contrdlée de la perche européenne se sont aussi multipliées.
Initialement, la reproduction était réalisée a partir d’individus prélevés dans leur milieu naturel.
Pour assurer un approvisionnement constant au cours d’une année, le contrdle des parametres
environnementaux permet un décalage des reproductions.

Valperca SA est une entreprise suisse qui fonctionne selon ce principe. En regroupant
une écloserie et un site de grossissement, elle propose de la perche européenne adulte toute
I’année. Fonctionnant en circuit recirculé, douze cycles de reproduction sont effectués au cours
d’une année au sein de I’écloserie, puis 1’élevage se fait jusqu’a 1’obtention d’alevins de 10
grammes qui sont ensuite transférés sur le site de grossissement et de transformation. Elle a été
créée sur I’idée d’un biologiste de mieux maitriser la culture de la perche en circuit recirculé et
elle est rapidement devenue le 1* producteur de perche en Suisse. Son statut de pionnier en
Suisse lui confere une expérience indéniable dans I’élevage de perches. Cependant, comme
expliqué précédemment, le marché suisse est important et I’entreprise se doit de maintenir sa
position. Cela passe en grande partie par 1’innovation de ses méthodes de production. Son
systtme d’incubation est plus avancé que les incubateurs présentés dans la littérature
scientifique. Il permet de limiter I’espace au sol utilisé, garantir des conditions d’incubation
optimales ou encore concentrer les larves.

Ce stage s’inscrit dans cette optique d’innovation et de développement constants que
possede I’entreprise. L’incubation doit réunir les conditions optimales pour que 1’ceuf atteigne
I’éclosion avec un développement normal. Pour cela, une bonne composition gazeuse est
primordiale (oxygene, azote, dioxyde de carbone), les stress (mécaniques, lumineux) doivent
étre limités, les attaques de pathogenes doivent aussi étre contrdlées. Les ceufs, lorsqu’ils sont
libres, facilitent la réunion de ces parametres et rendent cette phase plus simple a gérer. La
circulation de I’eau entre chaque ceuf est possible, ce qui facilite les échanges gazeux. Les ceufs
morts peuvent étre facilement retirés (chez des especes a ceufs pélagiques comme
Dicentrarchus labrax ou Sparus aurata, ils se déposent au fond de I’incubateur et peuvent étre
purgés (Morretti et al., 1999)). L’incubation verticale permet de suivre un éventuel
développement bactérien ou fongique. Retirer la mortalité réduit la charge en mati¢re organique
qui sert a de tels développements. Chez la perche, le ruban rend plus difficile les échanges
gazeux jusqu’a son centre, empéche de retirer la mortalité qui est liée aux ceufs encore vivants
et peut aussi empécher les larves d’éclore si elles sont trop en profondeur. Agir directement sur
la structure du ruban est une solution pour améliorer la phase d’incubation et d’éclosion. La
littérature scientifique s’est intéressée a ce ruban chez Perca fluviatilis et Perca flavescens et
plus particulierement sa formation (Mansour et al., 2009a), sa structure (Formicki et al., 2009)
ou ses propriétés (Paxton, 2000 ; Almeida et al., 2017). Cependant, alors que d’autres travaux
ont été menés chez certaines especes élevées (carpe, sandre, poisson-chat) pour améliorer
I’incubation malgré les particularités de leurs ceufs, aucun travail n’a été réalisé sur le ruban en
lui-méme.

Dans la présente étude, il a été choisi de se focaliser sur ’utilisation de réactifs
chimiques pour modifier la structure du ruban aprés la phase de fécondation artificielle. A partir
d’études réalisées sur les ceufs d’autres especes d’élevage, plusieurs réactifs ont été sélectionnés
avec deux utilisations possibles :

- Dissoudre le ruban apres la fécondation pour rendre les ceufs libres et ainsi améliorer la
phase d’incubation

- Dissoudre les ceufs en fin d’incubation pour améliorer la phase d’éclosion (synchroniser
les éclosions)



Nous nous sommes demandés quels sont les agents chimiques capables de modifier la
structure du ruban et a quelle étape post-fécondation peuvent-ils présenter un intérét pour
améliorer les techniques de production en écloserie de perche européenne ?

Pour répondre a ces questions, différents points ont été analysés :

- L’effet sur la structure du ruban

- L’impact sur la survie des ceufs et des larves
L’étude se divise en trois parties. Premierement, nous allons revenir sur la perche et sa
particularité qui est son ruban, ainsi que les réactifs sélectionnés. La deuxiéme partie se
focalisera sur la dissolution du ruban post-fécondation pour obtenir des ceufs libres. Enfin, la
troisieme partie traitera de la synchronisation des éclosions en fin d’incubation.

1. Contexte
1.1. Laperche

La perche européenne Perca fluviatilis (Linné, 1758), est un poisson d’eau douce et
saumatre vivant dans les eaux tempérées de I’hémisphere Nord. C’est une espece carnassiere
appartenant a la famille des Percidés et est une des 3 représentantes du genre Perca avec la
perche jaune Perca flavescens et la perche de Schrenk Perca schrenkii. Elle possede les
caractéristiques des autres especes de sa famille, a savoir les nageoires dorsales séparées,
épineuses et les nageoires pelviennes thoraciques. Cependant, elle est facilement
reconnaissable, notamment grice a ses nageoires pelviennes pouvant aller du rouge au jaune et
ses bandes verticales noires sur ses flancs verdatres. Ces bandes sont d’ailleurs utilisables pour
identifier des individus (Hirsch, Eckmann, 2015) (Figure 2).

Figure 2. Photographie d’une perche européenne Perca fluviatilis © Wikipédia Commons

La perche européenne est principalement présente dans les eaux européennes, depuis
I’est de la France et le Royaume-Uni jusqu’a la Sibérie. Elle a été largement introduite a travers
I’Eurasie, mais aussi en Océanie et en Afrique (Craig, 2000). Supportant les eaux saumatres,
elle a colonisé un grand nombre d’environnement continentaux, des lacs jusqu’aux cours d’eau
et les estuaires. Elle vit en bancs d’individus de méme age, s’abritant preés des obstacles dans
des zones calmes. Son optimum thermique est compris entre 22 et 28 °C, il est plus haut chez
les juvéniles (24-29°C) et plus bas chez les larves (20-22°C) (Hokanson, 1977). Ces dernieres
présentent une phototaxie positive, ¢’est-a-dire qu’ils sont attirés par la lumiére et contrairement
aux autres percidés que ceux du genre Perca, les juvéniles et les adultes préferent des conditions
ou I’intensité lumineuse est forte (Ali ef al., 1977). C’est un prédateur dont les juvéniles vont
se nourrir principalement de zooplancton et d’invertébrés, voire d’autres juvéniles de perches



en cas d’absence de proies et les adultes d’invertébrés et d’autres poissons. Le changement de
régime alimentaire et le passage a la piscivorie est plus tardif, certaines populations deviennent
piscivores a partir de 150 mm de longueur. Elle est malgré tout assez généraliste et sélectionne
ses proies passivement. Elle chasse en majorité a I’aube et au crépuscule, limitant ainsi les
risques de prédation (Feiner, H60k, 2015).

Perca fluviatilis est une espece itéropare qui pond au printemps. La maturation est
dimorphique. Chez les méles, I’age de la premic¢re maturation sexuelle varie entre O et 2 hivers
passés, mesurant entre 5 et 12 cm. La spermatogénese débute avant la ponte de 1’année
précédant le cycle de reproduction. En septembre, 1’indice gonado-somatique (IGS) est
maximal et les males possedent des spermatozoides a partir de novembre (Sulistyo, 1998).
L’IGS reste stable en hiver et la spermiation est effective de janvier jusqu’a la ponte (Sulistyo,
2000). Chez la femelle, la maturation sexuelle est plus tardive, entre 2 et 3 hivers, avec une
taille comprise entre 12 et 18 cm (Thorpe, 1977). L’ovogénese débute au mois de septembre,
accompagnant la diminution de la température de 1’eau. Le développement se poursuit jusqu’a
la ponte, avec 1’hydratation finale et la maturation. L’IGS est alors maximal (23%) (Le Cren,
1951). C’est a cette période que le ruban contenant les ceufs va étre formé. La température et la
photopériode sont des éléments déterminants dans le bon déroulement du développement et la
qualité des oocytes (Migaud et al.,2004). Ces deux facteurs sont aussi essentiels lors de la ponte
(Migaud et al., 2002).

1.2. Conditions d’élevage chez Valperca

L’entreprise a mis en place des protocoles de décalages des pontes (Zarski et al., 2017)
et travaille sur une douzaine de cycles par an. Un cycle de ponte est associé a un lot de géniteurs,
constitué de males et de femelles. Chaque lot posseéde son propre cycle de photo-thermopériode,
qui est identique aux variations annuelles et naturelles, mais décalé dans le temps pour obtenir
les pontes au moment voulu. Ces variations sont basées sur les travaux d'Abdulfatah (2010).

Les parametres lumineux et thermiques ne sont pas les seuls éléments pour garantir les
pontes. La qualité de 1’eau doit étre suivie et I’alimentation doit étre adaptée pour correspondre
aux besoins des individus en fonction des périodes de 1’année. Pour la qualité de I’eau, chaque
circuit est un circuit recirculé a petite échelle, avec un filtre a tambour pour la filtration des
particules les plus grosses, un filtre a sable pour filtrer sur substrat les particules plus fines et
un biofiltre pour traiter les molécules azotées. Pour 1’alimentation, on distingue une période
chaude, qui commence apres la ponte (15°C) et dure 16 semaines jusqu’a la descente de
température et une période froide. Les besoins n’étant pas les mémes, un aliment différent est
distribué a chaque période. Chaque aliment est composé d’un méme aliment inerte (granulé)
destiné a I’alimentation de maigre Argyrosomus regius, auquel on ajoute de 1’huile adaptée aux
besoins de la perche. Un type d’huile différent est utilisé a chaque période.

Comme expliqué précédemment, la température et la photopériode conditionnent la
période de ponte. Il est possible de laisser les femelles pondre naturellement dans le bassin et
laisser les males féconder les rubans. Les taux de fécondation sont cependant plus faibles dans
ce cas, les risques de perdre le ruban sont plus importants a cause des systemes de filtration et
la manipulation lors de la récupération du ruban risque d’endommager ce dernier. L.’écloserie
pratique donc la fécondation artificielle. Un deuxieme probleme se pose alors, celui de la
synchronisation des pontes. Si la température et la photopériode permettent d’obtenir des pontes
de qualité chez les Percidés (Miiller-Belecke, Zienert, 2008), ces dernic¢res peuvent s’étendre
sur plusieurs semaines. La stimulation hormonale est utilisée chez de nombreuses especes, pour
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améliorer la qualité et la synchronisation (Duncan et al., 2008). Plusieurs hormones sont
utilisables chez la perche, deux d’entre-elles sont conseillées, des analogues de la LHRH
(Luteinizing Hormone Releasing Hormone) et la gonadotrophine humaine (hCG pour human
Chorionic Gonadotropin) (Zarski et al., 2015).

Chaque jour, la maturation des femelles est controlée pour les stripper au meilleur
moment. Apres stripping d’une femelle, le ruban est fécondé artificiellement en se basant sur
le protocole de fertilisation artificielle proposée par Zarski et al. (2017). Le ruban strippé est
placé dans une bassine puis mis en contact avec une solution d’activateur de sperme. Le sperme
est ajouté 15 secondes apres 1’ajout de I’activateur. Le mélange est homogénéisé manuellement
pour assurer une fécondation compléte du ruban. Les bassines sont ensuite placées dans un bac
contenant de I’eau d’incubation, permettant de maintenir le mélange a température constante.
Apres quelques heures sans manipulation, le ruban est placé en incubateur.

1.3. Leruban et les ceufs

Chez les poissons, la partie externe de 1’ceuf est une fine membrane, I’oolemma,
recouverte d’une enveloppe, la zona radiata. Cette enveloppe est généralement divisée en deux
couches, la zona radiata interna, qui a principalement un rdle de protection et la zona radiata
externa (ZRE), responsable de la fixation (Riehl, Patzner, 1998). Chez Perca fluviatilis et Perca
flavescens, cette ZRE joue un role particulier dans la fixation des ceufs : la formation d’un ruban
liant les ceufs entre eux (Formicki et al., 2009) (Figure 3).

Figure 3. Photographie d’ceufs de perche, a. Ruban en milieu naturel, b. Observation au
microscope d’ceufs de perche mettant en évidence le role de la ZRE dans la formation du
ruban.

Pouvant atteindre 5,5m de long (Korzelecka et al., 1998), sa longueur est
proportionnelle au nombre d’ceufs qu’il contient (Gillet, Dubois, 1995) et a la longueur de la
femelle qui I’a pondu (Dubois et al., 1996). La taille de la ZRE change au cours de 1’absorption
d’eau post-fécondation, pouvant passer de 0,14 mm a 0,20 mm (Korzelecka et al., 1998). Cette
ZRE n’est pas une simple enveloppe qui lie les ceufs entre eux mais possede une ultrastructure
qui lui confere certaines propriétés. Formicki et al. (2009) ont étudié cette structure au
microscope électronique a balayage (MEB) et mis en lumiere la présence d’un réseau de
microtubules sous la surface du ruban, formant de nombreux pores (Figure 4). Ce réseau
formerait une sorte de squelette hydrostatique maintenu par le courant des fluides au sein du
ruban. Une deuxieme hypothese serait que cette entrée d’eau par les pores au moment de la
ponte créerait un courant d’aspiration qui faciliterait la fixation du ruban au substrat.



Figure 4. Photographies au MEB de [ultrastructure du ruban, a. Réseau réticulaire de
microtubules dans le ruban, b. Différentes formes de pores (i) dans le réseau de microtubules.
D’apres Formicki et al. (2009).

Sa formation doit encore étre éclaircie. Le fluide ovarien sécrété par la femelle semble
étre un élément déterminant. Ce sont les protéines présentes dans ce dernier qui interviennent
dans la liaison des ZRE. En effet un fluide ovarien déprotéinisé ne permet pas aux ceufs d’étre
liés par la ZRE. Une fois en contact, on retrouve a la surface de la ZRE des protéines de méme
poids moléculaire que celles du fluide ovarien, qui ne sont pas présentes sur des ceufs qui n’ont
pas été en contact avec le fluide. Les protéines les plus importantes ont une masse moléculaire
comprise entre 50 et 100 kDa. La coloration des tissus montre deux réactions de la ZRE : Une
réaction au bleu alcian et au PAS (Periodic Acid Schiff) (Mansour et al., 2009a). Ces deux
colorations permettent de mettre en évidence la présence de polysaccharides et plus
particulierement les mucopolysaccharides.

La formation d’un ruban de qualité est le signe que toutes les étapes de la gamétogénese
se sont déroulées dans de bonnes conditions. Cette idée est validée par une étude menée par
Castets et al. (2012), qui ont étudié 14 parametres de la reproduction de la perche pour
différentes pontes (par exemple la date de la ponte, le taux de fertilisation, le diametre de
I’oocyte, la durée d’éclosion) et ont déterminé les corrélations entre tous ces parametres. Le
taux de fragmentation (Frr), c’est-a-dire le pourcentage d’ceufs libres lors de la ponte (Frr =
100% si tous les oocytes sont individualisés), est négativement corrélé aux autres parametres
reproductifs. Si les ceufs sont libres lors de la ponte, cela veut dire que le développement ne
s’est pas correctement déroulé. La qualité de la ponte et donc de la reproduction seront elles
aussi mauvaises.

1.4. Les produits

La perche n’est pas la seule espece a avoir développé une ZRE différente. Les modes
de fixation des ceufs chez les poissons sont nombreux. Rhiel et Patzner (1998) ont listé ces
particularités, allant de la couche adhésive (chez le brochet Esox lucius ou le vairon Phoxinus
phoxinus) a des structures en nid d’abeilles (chez la perche roumaine Romanichthys valsanicola
ou la grémille Gymnocephalus cernuus) ou des microvillosités (chez la vandoise Leuciscus
leuciscus ou le gardon Rutilus rutilus). Méme si la majorité de ces especes n’est pas élevée,
certaines présentent malgré tout des spécificités qui doivent étre prises en compte en élevage.



Le cas le plus commun est celui des ceufs adhésifs. Des études concernant la réduction
de ce phénomene sont présentées dans le Tableau 1 :

Tableau 1. Etudes traitant de I’utilisation de produits chimiques dans le traitement de
I’adhésivité des ceufs de différentes especes de poissons
Especes Auteurs Produits testés Réduction de
I'adhésivité
Acipenser baerii Feledi et al., 2011 Lait +
Amidon -
Urée + acide tannique +
Acipenser ruthenus PSenicka, 2016 Argile +
Acide tannique +
Hypochlorite de sodium +
Urée + acide tannique +
Acipenser transmontanus  Kowtal et al., 1986 Urée + acide tannique +
Sulfite de sodium + acide +
tannique
Clarias garepinus Asraf et al., 2013 Urée +
Cyprinus carpio Mansour et al., 2009 Chélateurs -
Alcalase® +
Heterobranchus bidorsalis Ekokotu et Nwachi, 2014 Jus d'ananas +
Labrus bergylta Grant et al., 2016 Acide tannique -
Sulfite de sodium -
L-cystéine -
Alcalase® +
Sander lucioperca Demska-Zakes et al.,
2005 Acide tannique +
Kristan et al., 2016 Alcalase® +
Stizostedion vitreum Krise et al., 1986 Protéase pancréatique +
bovine
Acide tannique +
Bentonite -
Tinca tinca Linhart ef al., 2000 Alcalase® +
Lait + argile +

On remarque que certains produits sont toujours efficaces dans la réduction de
I’adhésivité des ceufs. On retrouve le lait, ’urée, I’acide tannique, I’hypochlorite de sodium, les
enzymes (Protéase pancréatique bovine, Alcalase®) et le jus d’ananas.

L’adhésivité des ceufs est provoquée par la présence en surface de structures spécifiques
qui vont interagir avec un substrat pour s’y fixer. Ces structures ont été présentées
précédemment. Pour réduire 1’adhésivité de ces ceufs, il y a donc deux solutions : recouvrir
I’ceuf a I’aide d’un produit, qui va empécher les structures d’adhérer aux surfaces et dégrader
ces structures. Les produits utilisés seront donc passifs ou actifs. Le lait est un agent passif dont
les molécules vont se lier aux structures adhésives et donc empécher 1’adhésion. Dans le cas de
la perche, nous cherchons a modifier la structure du ruban et donc a dégrader la ZRE. Nous
avons alors besoin d’agents actifs, qui sont capables d’attaquer les protéines de cette ZRE.



Notre choix s’est donc porté sur ces autres produits que nous allons détailler par la suite. Le cas
du jus d’ananas est particulier et nécessite lui aussi d’étre détaillé.

1.4.1. L’acide tannique

L’acide tannique (C,H,,0,¢) est un acide de la famille des tannins. Les tannins sont des
polyphénols présents naturellement dans les végétaux. Aussi appelé acide gallotanique, il
regroupe les tannins extraits de certaines ressources naturelles, qui sont hydrolysables. Il est
extrait principalement des especes du genre Quercus, les chénes, du genre Rhus, les sumacs et
aussi de Caesalpinia spinosa. 11 existe sous forme de poudre amorphe allant du blanc au brun
clair. Ses principales propriétés sont les suivantes : masse molaire de 1701,19 g/mol ; densité
de 2,12 g/cm’; solubilité de 2850 g/L d’eau, pKa = 10.

L’acide tannique est utilisé en industrie pour traiter la corrosion du fer, en

agroalimentaire pour ses propriétés astringentes (agent de saveur, stabilisateur de couleur,
exhausteur de goiit) ou encore en médecine comme anti diarrhéique.
Son utilisation en aquaculture est principalement pour la réduction de I’adhésivité des ceufs
pendant I’incubation (Stickney, 2000). Comme présenté précédemment, il est efficace chez
plusieurs especes (Feledi et al., 2011 ; PSenicka, 2016 ; Demska-Zakes et al., 2005 ; Kowtal et
al., 1986 ; Krise et al., 1986). Le tableau 2 regroupe leur utilisation :

Tableau 2. Utilisation de 1’acide tannique dans différentes études

Auteur Utilisation Concentration Durée

Feledi et al., 2011 Ringage 0,25 g/L. 3 x 20 secondes

PSenicka, 2016 Rincage 1 g/LL 1 minute

Kowtal ef al., 1986 Rincage 1 g/LL 1 minute

Krise et al., 1986 Solution 0,25 g/LL 4 minutes

Demska-Zakes et al., 2005 Solution 05;1;1,5¢g/L 5 minutes
1;1,5¢g/L 2 minutes

Les concentrations et les temps de réactions varient grandement entre études. Ces
variations sont principalement dépendantes de 1’espece en question. Les structures des ZRE
sont différentes et donc le réactif doit agir dans des proportions différentes.

Pour les expériences, nous avons utilisé 1’acide tannique proposé par la société de
produits chimiques Sigma-Aldrich (Saint-Louis, Missouri, Etats-Unis) (code produit 403040)

1.4.2. Protéases

Les protéases sont des enzymes qui agissent au niveau des liaisons peptidiques des
protéines, par protéolyse. Elles appartiennent a une famille plus grande, celle des hydrolases,
car elles utilisent une molécule d’eau pour briser la liaison. On les retrouve dans tous les regnes
du vivant. Il existe une grande variété de protéases. Nous allons donc présenter celles utilisées
dans les études citées précédemment dans le tableau 3.



Tableau 3. Utilisation des protéases dans différentes études

Auteur Enzyme Concentration Concentration  Temps
(équivalent (minutes)
Sigma-Aldrich)
(Grant et al.,2016) Alcalase® 0,5% 0,125% 25-130
1% - 2% 0,25% - 0,5% 15-20
3% 0,75% 15-17
4% 1% 12-15
(Horvith, 1980)  Alcalase® 10 g/L 1% 3-5
(Krise et al., 1986) Protéase 0,01% idem 35

pancréatique bovine
(Kristan et al.,

2016) Alcalase® 0,5% ;1% ;1,5% ;2% idem 2
(Linhart et al.,

2000) Alcalase® 5,10, 15 20 mL/L 05:;1;15:;2% 2
(Mansour et al.,

2009b) Alcalase® 5 unités/mL NA 5

Deux protéases sont citées dans ce tableau. La premiere est 1’Alcalase®. C’est une
enzyme extraite du bacille Bacillus licheniformis. Ce bacille est une bactérie gram-positive
commune dans le sol. Il forme des spores en cas de mauvaises conditions environnementales.
Il est anaérobique facultatif et peut jouer un role de dénitrificateur. Cette enzyme est utilisée a
échelle industrielle, dans de nombreux domaines. C’est la premiere protéase de la famille des
Subtilisin a avoir été isolée, en 1947. Elle a été mise sur le marché en 1963 par I’entreprise
Novozyme (Bagsverd, Danemark) comme détergent ménager. Elle est utilisable dans les
conditions de pH compris entre 6 et 10, avec un optimum entre 8-9 et de températures entre 10
et 80°C, 60°C étant son optimum.

La deuxieme protéase est la protéase pancréatique bovine de type I. Elle fait partie de la
famille des trypsines, des endoprotéases a sérine. Les trypsines sont des enzymes que 1’on
retrouve chez de nombreuses especes du régne animal, jouant un réle dans la dégradation des
protéines lors de la digestion. Ses optima de pH et de température sont donc fortement
dépendant de 1’écologie et de la biologie des especes chez lesquelles on les trouve. Elles sont
utilisées en culture cellulaire, pour empécher les cellules adhérentes de se fixer aux parois des
boites de Pétri (Fong et al.,2017). Les trypsines sont aussi utilisées pour la déchorionation, par
exemple chez Brachydario renio, lors de 1’étude des stades embryonnaires (Collodi et al.,
1992). La trypsine bovine fait partie des premieres isolées (Stroud et al., 1974). Son optimum
de pH est compris en 7 et 9 (Bergmeyer et al., 1974) et sa température en 45 et 76°C (Venkatesh,
Sundaram, 1998).

Le tableau 3 montre une grande variabilité dans les concentrations et les temps de
réactions utilisés. A 1’inverse de ’acide tannique qui est une molécule unique, les propriétés
des enzymes varient grandement entre fournisseurs et pour chaque fournisseur, des activités
enzymatiques différentes peuvent étre proposées. C’est le cas pour I’ Alcalase®. Horviéth (1980)
utilise de 1’Alcalase® produite par Novo Industry, possédant une activité enzymatique de 2.4
AU/g. Grant et al. (2016) et Linhart (2000) utilisent 1’ Alcalase® produite par Merck (code
126741-500), avec une activité enzymatique donnée de 0,75 AU/mL. La densité est aussi
donnée, 1,25g/mL, ce qui revient a une activité de 0,6 AU/mL. L unité AU représente une unité
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d’ Anson. Cette unité donne « la quantité d’enzyme qui, sous conditions spécifiques, va digérer
de I’hémoglobine dénaturée a I’urée a un taux initial de telle sorte que cela produit une quantité
de produit soluble dans 1’acide trichloracétique par minute, donnant la méme couleur avec le
réactif de Folin-Ciocalteu qu’un milliéquivalent de tyrosine a 25°C a pH 7,5 » (Sigma-Aldrich).

Pour les expériences, nous avons utilisé les enzymes proposées par Sigma-Aldrich :
- Alcalase®, 2.4 AU/g (code produit P480)
- Protéase pancréatique bovine, type I, 5 U/mg (code produit P4630)

1.4.3. Hypochlorite de sodium

L’ hypochlorite de sodium, de formule NaClO, est un composé chimique sous forme de
poudre blanche tres instable que 1’on trouve plus couramment en solution aqueuse avec du
chlorure de sodium pour former I’eau de Javel. C’est un produit souvent utilis¢é comme
désinfectant ou décolorant pour ses réactions avec de nombreux produits (métaux, acides,
peroxydes). Il est utilisé par PSenicka (2016) sur ’esturgeon de Sibérie (Acipenser ruthenus).
Ses principales propriétés sont les suivantes : masse molaire de 74,442 g/mol ; densité de 1,11
g/cm’ ; solubilité de 293 g/L d’eau, pKa = 7,52.

Son pouvoir oxydant fort sur les groupements —OH le rend intéressant pour la
désinfection. Il est déja couramment utilisé en aquaculture comme agent désinfectant. Les
concentrations et temps de réactions conseillés par PSenicka (2016) sont donc faibles : 0,03%
pendant 40 secondes.

Pour les expériences, nous avons utilisé I’hypochlorite de sodium proposé par Sigma-
Aldrich, contenant entre 4 et 4,99% de chlore (code produit 239305).

1.4.4. Jusd’ananas

Comme I’hypochlorite de sodium, un seul article traite de I’effet du jus d’ananas sur la
réduction de 1’adhésivité des ceufs, chez le poisson-chat africain (Heterobranchus bidorsalis).
Les concentrations utilisées sont relativement faibles (1, 3 et 5% de jus d’ananas frais). Une
explication donnée par les auteurs sur I’effet du jus d’ananas serait la présence d’enzymes
végétales dans le jus frais. Elles agiraient, comme dans le cas des enzymes présentées plus haut,
sur la surface des ceufs pour qu’ils n’adherent plus.

144.1. Bromélaine

La bromélaine est une endoprotéase a cystéine qui se trouve dans la tige de 1’ananas
(Ananas comosus). Son numéro EC est le 3.4.22.32. Elle appartient a la famille des peptidases
C1. Elle est utilisée en médecine a des fins thérapeutiques dans de nombreux cas grace a ses
propriétés fibrinolytiques, anti-cedémateuses, anti-thrombotiques et antiinflammatoires (Pavan
et al.,2012). On peut la retrouver dans le fruit mais elle est principalement présente dans la
tige, un coproduit de 1’ananas, qui rend cette ressource économiquement intéressante. De plus,
les techniques d’extraction et de purification sont nombreuses (Chaurasiya, Umesh Hebbar,
2013 ; Devakate et al., 2009 ; Ketnawa et al., 2012 ; Soares et al.,2012). En plus des propriétés
thérapeutiques, elle est aussi utilisée en industrie agroalimentaire (Ha et al., 2012).
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Dans les expériences, nous avons utilisé la bromélaine proposée par Sigma-Aldrich
(code produit B4882), sous forme de poudre avec une activité supérieur 3U/mg.

1.44.2. Papaine

Les recherches sur la bromélaine nous ont indiqué que la famille des peptidases C1 a
laquelle elle appartient posséde une autre enzyme couramment utilisée en industrie
agroalimentaire, extraite elle aussi d’un végétal, la papaine. De plus, nous avons découvert que
cette enzyme était aussi utilisée a la création de 1’entreprise lors de la phase d’éclosion, pour
faciliter ces dernieres. La papaine est elle aussi une peptidase a cystéine extraite de la papaye
(Carica papaya). Son nombre EC est le 3.4.22.2. Ses propriétés sont utilisées pour attendrir la
viande (Abdel-Naeem, Mohamed, 2016 ; Barekat, Soltanizadeh, 2017). L aquaculture a aussi
su tirer profit de cette enzyme, notamment en alimentation, en ajoutant la papaine a I’aliment
pour faciliter la digestion des protéines végétales (Van Hai, 2015 ; Mo et al., 2016).

Dans les expériences, nous avons utilisé la papaine proposée par Sigma-Aldrich, sous
forme de poudre avec une activité supérieure 3U/mg (code produit 76220).

2. Dissolution du ruban

Alors que chez d’autres especes de la famille des Percidés, un traitement préalable est
réalisé pour réduire 1I’adhésivité des ceufs, les écloseries et instituts de recherche travaillant sur
la perche se sont contentés de travailler avec le ruban entier, a I’aide d’incubateurs particuliers.
On peut trouver des exemples dans les travaux de Kucharczyk et al. (1996) ou de Zarski et al.
(2017). L’important est de maintenir le ruban en quasi-suspension dans la colonne d’eau, pour
éviter qu'une proportion des ceufs se retrouvent sans apport d’eau et donc sans apport
d’oxygene. Le ruban est un élément qui rend plus complexe les manipulations ou les traitements
de désinfection des ceufs lors de la mise en incubation. De plus, comme évoqué précédemment
le ruban empéche aussi de retirer les ceufs morts, qui restent alors dans le circuit d’incubation
et augmentent les risques de développement bactérien et fongique.

L’objectif est ici de dissoudre le ruban qui lie les ceufs entre eux pour obtenir des ceufs
libres qui peuvent €tre mis en incubation selon des méthodes plus classiques : en bouteilles
coniques (utilisé chez les poissons marins avec des ceufs pélagiques) ou en plateaux (utilisés
principalement chez les salmonidés) (Watson, Chapman, 2000).

Aucune étude n’existant sur ce sujet, nous allons réaliser de nombreux tests (de produits,
de concentrations et de temps de réaction) afin d’avoir une vision globale de ce qu’il est possible
de faire.

2.1. Matériels et méthodes
2.1.1. Matériel biologique

Nous avons utilisé des rubans issus de pontes spontanées dans les bassins. En effet, lors
des phases de remontée de température et de photopériode, certaines femelles pondent avant la
période de ponte prévue. Ces rubans ne sont pas fécondables pour plusieurs raisons : le contact
avec I’eau les a activés, or I’activation des ceufs apres contact avec 1’eau ne dure que 2,5 minutes
chez la Perca fluviatilis (Zarski et al., 2012) ; la collecte de sperme n’a pas eu lieu en dehors
de la période prévue, il n’y a donc pas de laitance disponible ; enfin la ponte n’ayant pas été
controlée, il y a un fort risque de contamination bactérienne ou fongique.
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Chaque matin, le bassin contenant le lot prét a pondre était inspecté pour récupérer les
éventuels rubans pondus. Le ruban prélevé était alors conservé le temps de la préparation des
tests dans une bassine contenant de I’eau du bassin, renouvelée pour maintenir la température
de cette derniere.

Des fragments de masse égale étaient prélevées pour les réactions a I’aide de ciseaux et
d’une pince courbe.

2.1.2. Conditions expérimentales

Les réactions ont été€ réalisée dans des boites de Pétri, contenant 40 mL du réactif a
concentration déterminée.

La phase la plus sensible est celle du ringage des ceufs apres réaction. Ce dernier doit se
faire le plus rapidement possible pour stopper les réactions, avec précaution pour ne pas abimer
mécaniquement les ceufs. Lors des réactions, comme lors de I’incubation, le ruban empéche la
bonne circulation des fluides entre les ceufs, il faut donc une agitation pour homogénéiser la
réaction dans la boite de Pétri. Pour cela, un plateau a été confectionné, permettant de maintenir
6 boites de Pétri, d’agiter et de rincer ces 6 boites simultanément. Le rincage était permis grace
a un couvercle en maille fine (600 pum), qui lorsque le plateau était plongé dans un bac d’eau
neuve, permettait la circulation de 1’eau dans les boites et ainsi de stopper les réactions (Annexe

D.

Les tests suivant ont été réalisés :

- Pour I’acide tannique, 3 concentrations ont été testées, 0,5 g/L., 1 g/L et 1,5 g/L,
avec 6 temps, 1, 2,5, 10, 15 et 20 minutes

- Pour la protéase pancréatique bovine, la concentration de 0,01% (Krise et al.,
1986) a été testée, pendant 30, 40 et 50 minutes

- Pour I’Alcalase®, les concentrations 0,5 et 1% ont été testées, pendant 1, 2, 5,
10, 15 et 20 minutes

- Pour I’hypochlorite de sodium, la concentration 0,03% a été testée, pendant 30s,
40s, 1,2, 5 et 10 minutes

- Pour la papaine, sans article servant de référence, la concentration 0,1% a été
testée pendant 1,2, 5, 10, 15 et 20 minutes

- Nous n’avons pas eu le temps de tester la bromélaine, mais nous voulions la
tester sous les mémes conditions que la papaine

Nous avons procédé de 2 manicres différentes. Dans un premier temps, nous avons
effectué un test purement qualitatif. L’objectif était d’observer le résultat de la réaction sur le
ruban, de voir comment la structure était modifiée, si le produit semblait intéressant ou non.
Les résultats sont donc basés sur des observations. Dans un deuxieéme temps, nous avons essayé
de mesurer un éventuel changement de structure du ruban. L’objectif principal étant de séparer
les ceufs les uns des autres, nous avons décidé de quantifier I’effet du réactif sur cette séparation.
Pour cela, nous avons mesuré la distance a laquelle la liaison entre deux ceufs rompait, a 1’aide
d’enregistrement vidéo. Deux ceufs €taient placés sur un support gradué, I’un fixé et 1’autre
écarté lentement jusqu’a la rupture de la liaison. Cette distance était alors mesurée et enregistrée
(Figure 5). Pour chaque triplet « réactif — concentration — temps », 10 doublets d’ceufs étaient
utilisés. Plusieurs rubans ont été utilisés pour ces expériences. Pour chaque ruban, nous avons
mesuré cette valeur sur 10 doublets d’ceufs n’ayant pas subi de réaction, pour que 1’effet du
produit soit comparable a un ruban non modifié.
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Aiguille maintenant un ceuf
sur le support

Aiguille séparant le - E—

deuxiéme ceuf

4 mm 3 mm 2 mm 1 mm 0 mm

Echelle graduée mesurant la distance de rupture
Figure 5. Principe de manipulation pour la mesure de la distance de rupture

2.2. Résultats
2.2.1. Observations

Acide tannique

L’acide tannique n’a aucun effet sur la séparation des ceufs. Les différentes
concentrations ou les temps de réactions n’y font rien. Le ruban reste integre, ainsi que les ceufs.
On peut observer un léger blanchiment du ruban et des ceufs (a partir de 15 minutes a 0,5 g/L
et S minutes a 1 g/L).

Protéase pancréatique bovine

La réaction avec la protéase ne provoque pas de séparation des ceufs. Une agitation
manuelle plus forte permet la formation de gros fragments de rubans. Pas de blanchiment
apparent du ruban.

Alcalase®

On peut observer une légere fragmentation a toutes les concentrations. Cependant, les
ceufs sont tres fragiles, le rincage provoque une rupture de la paroi des ceufs, qui se vident, alors
que le ruban est toujours présent, a partir de 5 minutes. Un film lipide se forme a la surface des
boites de Pétri, issu des globules lipidiques contenus dans les ceufs. Un léger blanchiment
apparait quelques heures apres le rincage.

Hypochlorite de sodium

La réaction ne provoque pas de séparation des ceufs. De méme, on n’observe pas de
blanchiment du ruban, méme aprés une exposition prolongée au réactif. Une agitation
mécanique permet de fragmenter grossicrement le ruban apres 10 minutes de réaction.

Papaine

Il n’y a pas de séparation des ceufs lors de la réaction et avec la simple agitation du
plateau. Cependant, lorsque les ceufs sont manipulés pour étre observés, ils sont facilement
séparables, méme apres un temps de réaction d’une minute. Pas de blanchiment apparent du
ruban.
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2.2.2. Mesures

Nous avons construit des modeles d’analyse de variance sous R pour chaque réactif
testé. La variable a expliquer est la distance lors de la rupture de la liaison entre les ceufs. La
variable explicative est le temps de réaction.

Pour I’acide tannique, la protéase pancréatique bovine, I’ Alcalase® et I’hypochlorite de
sodium, il n’y a pas d’effet de la concentration et du temps de réaction sur la distance de rupture.
Les probabilités critiques associées a chacun des tests sont renseignées dans le tableau 4 :

Tableau 4. Probabilités critiques associées aux ANOVA

Réactif Concentration p-value
Acide tannique 0,5 ¢g/L 0,64
1¢g/L 0,25
1,5¢g/L 0,27
Protéase 0,01% 0,88
Hypochlorite de sodium 0,03% 0,49
Papaine 0,1% 0,0002
Alcalase® 0,5% 0,933
1% 0,3382

En revanche, le temps de réaction a un effet sur la distance de rupture dans le cas de la
papaine (p-value < 0,0002). Les distances sont plus faibles lorsque le temps de réaction
augmente, comme le montre la figure 6 :

16 -

14 A

12 ‘

Distance de rupture (en cm)

0 1 2 5 10 15 20
Temps de réaction (en minutes)

Figure 6. Boites de dispersion des distances de rupture a différents temps de réactions
pour les ceufs traités a la papaine.
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2.3. Discussion

Chez Perca fluviatilis ou Perca flavescens, le ruban a été totalement intégré dans les
méthodes et les protocoles d’écloseries. Des innovations sont cependant toujours intéressantes
pour I’amélioration des modes de production. Cette étude est basée sur la résolution de certains
problémes qui, méme s’ils n’empéchent pas de produire des alevins, peuvent étre un frein a
I’intensification.

La phase de test qualitative a permis de rapidement montrer les avantages et limites de
certains produits. Hormis I’ Alcalase®, les différents réactifs permettent de conserver 1’ intégrité
des ceufs. Méme s’ils ne favorisent pas la dissolution du ruban, il est toujours intéressant de
noter qu’ils n’attaquent pas les ceufs. En effet, ce sont des produits qui peuvent é&tre
fréquemment utilisés en aquaculture (surtout I’hypochlorite de sodium) et mieux connaitre leurs
impacts sur les ceufs, donc savoir qu’ils ne vont pas attaquer ces derniers, est un avantage. Le
blanchiment est un indicateur de changement de structure de la surface des ceufs ou du ruban.
Il faut faire trés attention a ces changements. Nous 1’avons vu précédemment, de nombreux
pores se trouvent a la surface du ruban et permettent les échanges de fluides. Un changement
de structure peut €tre le signe que ces pores se retrouvent obstrués. PSenicka (2016) a montré
que I’hypochlorite de sodium oxyde la couche superficielle des ceufs. Un telle modification
pourrait se montrer fatale pour le bon développement des ceufs par la suite. On peut considérer
une telle modification comme partielle ou insuffisante.

A P’inverse, un produit comme 1’ Alcalase® montre une modification trop forte. On peut
remarquer un changement dans la structure du ruban, qui devient plus gélatineux, mais I’attaque
se fait en profondeur et dissout aussi la membrane de 1’ceuf.

Enfin, la papaine montre les résultats les plus prometteurs. Une réelle différence pouvait
se ressentir lors de la manipulation des ceufs. Cette différence est observée sur les mesures de
distances de rupture, plus I’exposition au réactif est longue, plus la distance pour séparer deux
ceufs est courte (p-value < 0,0002). Son utilisation par le passé dans 1’entreprise semble
justifiée.

Comme le suggerent Grant et al. (2016), les ceufs et leur mode de fixation sont autant
de criteres variables qui impliquent que des réactifs adaptés doivent étre utilisés. En effet, lors
de leurs expérimentations chez la tanche Tinca tinca, 1’ Alcalase® s’est montrée tres efficace
pour dissoudre la couche adhésive a la surface de 1’ceuf, sans attaquer ce dernier. La
perméabilité du ruban est donc un facteur a prendre en compte lors de 1’utilisation de réactifs.
Le choix des réactifs était basé sur leur utilisation dans d’autres études, par leur occurrence et
leur résultat. Les résultats obtenus ici nous permettent de suggérer que seules des enzymes ont
la capacité de dissoudre cette structure particuliere chez la perche.

Cette étude se focalisait sur 1’action d’agents chimiques mais les résultats indiquent
qu’une action chimique seule n’est pas suffisante pour séparer les ceufs. Une action mécanique
pourrait faciliter les processus de séparation en minimisant les concentrations et les temps de
réaction. En effet, la phase de post-fertilisation est une phase sensible pour I’ceuf. Chez les
salmonidés, il est préférable de ne pas provoquer de stress mécaniques apres 36h de post-
fertilisation (Watson, Chapman, 2000).

Un point négatif lors de cette étude a été la non possibilité d’approfondir les recherches
a partir des résultats obtenus. En effet, la derni¢re session d’expériences devait avoir lieu lors
de la ponte de Juin. Cette ponte n’a cependant pas permis d’obtenir un nombre suffisant de
rubans pour effectuer a la fois les expériences de synchronisation des éclosions et ces
approfondissements.

Lors de ces approfondissements, les points suivant auraient di étre étudiés :

- Focalisation sur la papaine, tester les interactions concentration/temps de réaction
- Test de la bromélaine
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- Etude de ’ajout d’une action mécanique a I’action chimique
Les résultats obtenus alors seront de solides aides dans 1’amélioration des processus
d’incubation et de la biosécurité chez Valperca SA.

3. Synchronisation des éclosions

L’éclosion est une phase sensible durant laquelle les larves subissent un changement
brutal de conditions environnementales. En effet, elles quittent I’ceuf, qui est un milieu
protecteur et propice a leur développement, pour se retrouver dans un milieu sauvage, ou les
parametres physico-chimiques varient et ou le risque de prédation augmente. En passant au
stade larvaire, elles entrent dans une phase ou les mortalités sont les plus importantes. Les
facteurs maternels sont importants pour assurer de bonnes éclosions et des larves de bonne
qualité. Cela passe par la qualité des ceufs, I’apport en énergie par le globule lipidique, mais
aussi la ponte. Ce dernier facteur a ét€ démontré comme important dans les taux d’éclosions
chez Perca fluviatilis. Une ponte en début de saison est signe de meilleurs taux d’éclosions
(Castets et al., 2012). Les facteurs environnementaux ont aussi leur importance. Des micro-
variations de conditions du milieu peuvent apparaitre au sein d’un groupe d’ceufs issu d’une
méme ponte (Bradbury et al., 2004). La perche montre une forte sensibilité a la température
lors de la phase d’éclosion, pouvant durer 3 jours 2 19°C et 5 jours a 15°C (Zarski et al., 2017).

L’asynchronie des pontes est un phénomene commun chez les ovipares. Laurel et al.
(2008) ont émis I’hypothese que des éclosions étalées dans le temps augmenteraient les chances
pour certaines larves de rencontrer des conditions environnementales favorables, mais aussi
réduiraient la compétition entre larves.

Une autre problématique de 1’asynchronie des éclosions se trouve dans le stade de
développement de chaque individu. Une étude de Alix et al. (2015) a montré qu’il n’y avait pas
de différence de taille entre des individus ayant éclos et des individus n’ayant pas encore éclos,
a age (calculé en °jours) égal. De plus, I’age de premiere nutrition orale était le méme (15 jours
apres fécondation).

En écloserie, le contrdle des parametres physico-chimiques de I’eau, ainsi que 1’absence
de prédation, rendent les avantages de 1’asynchronie dans la nature nuls. Ajoutés a cela les
résultats des travaux de Alix et al. (2015), la synchronisation des éclosions montre tout son
intérét.

Pour répondre a I’objectif de cette partie, a savoir si un réactif chimique permettait de
synchroniser les éclosions, deux phases de test ont été réalisées.

Une phase préliminaire, se déroulant pendant la ponte du mois de Mai, permet d’identifier un
réactif susceptible d’aider a la synchronisation.

Une phase finale, cette fois pendant la ponte de Juin, se focalise sur un réactif identifié
et étudie sa viabilité en production.

3.1. Matériel et méthodes
3.1.1. Matériel biologique

Apres deux a trois heures d’attente, pour s’assurer que la fécondation a bien eu lieu, les
échantillons sont prélevés. Chaque fragment est découpé a I’aide de ciseaux et d’une pince
courbe. Ils sont ensuite placés dans des pinces a thé identifiées a I’aide d’un code donnant le
réactif, le temps de réaction et la femelle ou I’échantillon. Les pinces sont finalement placées
en incubateur.
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Pour le test préliminaire, quatre femelles ont été utilisées (F1, F2, F3, F4). Avec un
fragment par réactif et par temps, 15 fragments par femelle ont été prélevés, soit 60 fragments.

Pour le test final, le premier prélevement a été fait sur quatre femelles différentes (F1,
F2, F3, F4). Chaque fragment contient entre 30 et 40 ceufs. Cinq jours apreés la mise en
incubation, une vérification de 1’état des ceufs et de I’avancement du développement
embryonnaire fut réalisée. Chaque échantillon était placé dans une boite de Pétri pour compter
le nombre d’ceufs avec un développement normal. Cette étape était nécessaire car la ponte de
Juin était mauvaise et la mortalité au sein des rubans importante. Cette vérification permettait
de s’assurer du nombre suffisant d’ceufs nécessaire au bon déroulement de 1I’expérience. Apres
comptage, le nombre d’ceufs vivants dans chaque échantillon était le suivant (Tableau 5) :

Tableau 5. Nombres d’ceufs normalement développés dans chaque échantillon

ALCALASE J TEMOIN

______ FI . F | F3 | P4 i F | F | F | F4
______ 3 9 3 3 2 5 23 18

15 5 30 10 7 35 30

31 8 38 29 11 4 2 32

25 2 19 11 24 6 0 16

40 5 17 51 11 40 31

14 7 32 15 10 4 20

N

Il a été décidé de prélever a nouveau des fragments de ruban sur deux femelles
différentes, pour remplacer la femelle F2 et ajouter une cinquieme femelle F5, comblant ainsi
la forte mortalité dans les échantillons. Ces échantillons furent prélevés a partir de rubans
fécondés le méme jour que les quatre premiers utilisés. Le développement était alors le méme.
Finalement, le nombre d’échantillons s’élevait a 60.

Les plans d’expériences des deux tests sont présentés en Annexe 1.

3.1.2. Conditions expérimentales

D’apres la littérature, les ceufs de Perca fluviatilis éclosent en moyenne a 165 °jours
apres la mise en incubation (Zarski et al., 2017). Dans les conditions de production de
I’écloserie, les éclosions débutent en général plus tot, vers 145-155 °jours. Plusieurs facteurs
pourraient expliquer cette différence, les microvariations de températures qui sont autant de
micro stress, 1’utilisation d’une hormone différente.

L’objectif de cette étude étant de définir si un réactif facilite les éclosions, nous devons
étre capable d’attribuer toutes les éclosions au réactif. Nous devons donc étre assurés qu’aucune
larve n’a éclos avant la réaction. Pour cela, nous avons décidé de procéder aux réactions a 135
°jours.

Test préliminaire

Quatre réactifs ont été testés. Apres passage en revue des différents articles mentionnant
I’utilisation de ces réactifs, les concentrations suivantes ont été€ choisies :
- Papaine 2 0,1%
- Bromélaine a 0,1%
- Alcalase® 20,5%
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- Hypochlorite de sodium a 0,03%
Pour chaque réactif, 3 temps de réaction ont été testés, 1, 5 et 15 minutes.
Un traitement témoin est aussi étudié. Les temps de réactions sont respectés, sans réactif,
pour que les conditions de stress soient les mémes.

Les pinces ont été placées en incubateur du 07/05 au 16/05. Les températures de 1’eau
étaient les suivantes (Tableau 6) :

Tableau 6. Température de I’eau (°C) dans les incubateurs pendant I’incubation des échantillons
du test préliminaire

Jours Température

Du Au Minimum Moyenne Maximum
07/05/17 10/05/17 13,09 13,20 13,33
10/07/17 13/05/17 14,02 14,18 14,35
13/05/17 14/05/17 14,51 14,58 14,69
14/05/17 16/05/17 14,81 14,95 15,16

L’annexe II représente la courbe de température de 1’eau d’incubateur sur toute la
période d’incubation.

Comme dans I’expérience 1, le point critique est la phase de rincage. Cette étape est
d’autant plus délicate qu’a ce stade, les ceufs sont tres sensibles et le moindre stress peut les
faire éclore. Pour limiter ces stress, un dispositif a été fabriqué. Ce dernier est constitué de 5
canaux de réaction paralleles et d’un canal de ringage perpendiculaire en amont des 5 canaux.
Un canal de réaction contient un réactif a la concentration voulue. Les pinces contenant les ceufs
sont placées dans ces canaux a des temps différents pour que la fin de la réaction ait lieu
simultanément. Le ringage se fait ensuite par une entrée d’eau d’incubation dans le canal
perpendiculaire, qui va irriguer chaque canal de réaction par le biais de perforations. Le rincage
se fait donc automatiquement, en flux continu, sans toucher aux pinces (Annexe I).

Une fois le rincage terminé, chaque pince est vidée dans une boite de Pétri contenant 40 mL
d’eau d’incubation.

Test final

Seule I’ Alcalase® a été choisie pour le test final, a partir des résultats du test préliminaire,
a la concentration 0,5%, avec un temps de réaction de 10 minutes. Un traitement témoin, comme
précédemment, est réalisé, en eau d’incubation.

Les pinces ont été placées en incubateur du 02/06 au 12/06. Les températures de 1’eau
étaient les suivantes (Tableau 7) :

Tableau 7. Température de I’eau (°C) dans les incubateurs pendant I’incubation des échantillons
du test final

Jours Température

Du Au Minimum Moyenne Maximum
02/06/17 03/06/17 11,73 11,84 11,95
03/06/17 05/06/17 12,17 12,43 12,65
05/06/17 12/06/17 12,85 13,62 1391
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L’annexe III représente la courbe de température de 1’eau d’incubateur sur toute la
période d’incubation.

Les réactions sont réalisées dans deux seaux, I’un contenant une solution d’Alcalase® a
0,5%,1’ autre contenant de I’eau d’incubation. Les pinces sont placées dans chaque seau pendant
10 minutes, puis un apport continu d’eau d’incubation dans les seaux permet le rincage des
pinces, sans les déplacer. Apres ringcage, chaque pince est vidée dans une boite de Pétri
contenant 40 mL d’eau d’incubation.

Le test préliminaire nous a montré que 1’eau contenue dans les boites de Pétri n’étant
pas renouvelée, une accumulation de matiere organique et un développement bactérien ont lieu,
ce qui diminue la qualité de I’eau et peut impacter la survie des larves. Nous avons décidé de
renouveler une partie de I’eau des boites Pétri chaque jour. 15 mL d’eau étaient prélevés et
remplacés par un volume égal d’eau d’incubation (37,5% de renouvellement).

3.1.4. Mesures

Pour déterminer un produit utilisable en routine, deux parametres principaux devaient
étre vérifiés :
- Le taux d’éclosion, c’est a dire le nombre de larves écloses a un instant t sur le nombre
total d’ceufs fécondés et développés
- Le taux de survie, c’est-a-dire le nombre de larves vivantes en fin d’expérience sur le
nombre total d’ceufs fécondés et développés.

Pour calculer ces parametres, des enregistrements vidéo a différents temps furent
réalisés. Le tableau 8 indique les différents enregistrements par test :

Tableau 8. Indication sur les temps de prises de mesures apres la réaction et I’age des larves

Enregistrement Test préliminaire Test final
Temps post-réaction Age en Temps post-réaction Age en °jours
(en heures) °jours (en heures)
t, 0,5 126 1 135
t, 1,5 127 2 135
t, 25 128 3 136
t, 12 134 4 137
ts 43 156 5 137
te 14 144
t; 24 151
tg 48 169
ty 72 186

Chaque enregistrement nous donne le nombre d’éclosions et le nombre de larves actives.
Nous pouvons donc suivre 1’évolution de ces parametres dans le temps.

Pour le test final, nous avons mesuré deux parametres supplémentaires :
- Lalongueur des larves vivantes a t,
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- Le teneur en bactéries contenue dans 1’eau des boites de Pétri a t,

La longueur des larves est obtenue a partir de photographies des boites de Pétri, sur
lesquelles des mesures a 1’aide du logiciel Adobe® Photoshop® (Adobe, San José, Californie,
Etats-Unis) sont réalisées. Nous avons construit un modele d’analyse de variance sous R. La
variable a expliquer est la longueur des larves. Les variables explicatives sont le traitement et
la femelle.

Les tests bactériens sont réalisés comme suit :

- 1 mL d’eau est prélevé par boite de Pétri. Les prélevements des 6 échantillons d’une
femelle sont mélangés.

- Des dilutions successives sont réalisée en ajoutant un mL de solution a diluer dans une
fiole stérile de 9 mL de lécithine. Nous diluons a 107 et 10,

- L’ensemencement se fait sur un Petrifilm™ (3M™, Saint Paul, Minnesota, Etats-Unis).
1 mL de solution est déposé sur le Petrifilm™ qui sert de milieu de culture pour les
bactéries.

- Le Petrifilm™ est placé a I’étuve a 22°C pendant 48h.

- Le comptage se fait apres 48h. On calcule le nombre moyen de colonies comptées sur
trois cases d’un Petrifilm™ choisies aléatoirement. On multiplie ensuite ce nombre d’un
facteur 10%, avec x la dilution utilisée. On obtient alors un quantité d’ufc (unité formant
colonie). Le passage au log,,permet la comparaison entre les traitements.

3.2. Résultats
3.2.1. Test préliminaire

Taux d’éclosion

Nous présentons ici le temps de réaction 1 minute comme exemple (Figure 7). Les
courbes représentant les taux d’éclosion des deux autres temps de réaction se trouvent en
annexe [V.

Ces courbes montrent deux évolutions distinctes des taux d’éclosion. La premiere
concerne I’ Alcalase® seule. 30 minutes seulement apres la fin de la réaction, le taux moyen
d’éclosion entre les 4 femelles traitées atteint 35,52% (respectivement 69,12% et 77,84%) pour
I minutes de réaction (resp. 5 minutes et 15 minutes). Les éclosions augmentent rapidement
apres, pour atteindre 85,35% (resp. 76,01% et 95,91%) deux heures plus tard. Puis cette
augmentation du taux d’éclosion diminue. A t,, nous obtenons 100% d’éclosions (resp. 94,57%
et 100%).

La deuxieme évolution regroupe les 3 autres réactifs ainsi que le témoin. Pour les 3
temps de réactions, les taux d’éclosion ne dépassent pas les 25% a t,. Ils évoluent conjointement
jusqu’a t,, les tests de variance ne montrent pas d’effet du traitement entre la papaine, la
bromélaine, I’hypochlorite de sodium et le témoin, de t, a t,. De t, a t,, les tests d’analyse de
variance montrent qu’il y a un effet du traitement sur les taux d’éclosions, effet que 1’on attribue
seulement a 1’Alcalase®, qui affiche des taux d’éclosions significativement supérieurs aux 4
autres. A t,, il n’y a plus d’effet du traitement.
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Figure 7. Evolution temporelle des taux d’éclosion — Expérience préliminaire — 1 minute de
réaction. Code couleur : Alcalase® ; ; Bromélaine ; Papaine ;
Témoin. Les barres d’erreur représentent les erreurs standards en valeur positive et négative.

Taux de survie

En fin d’expérience, a t;, seules quelques boites contenaient des larves encore vivantes.
L’observation au microscope de toutes les boites a montré qu’un fort développement bactérien
avait eu lieu. Cela s’explique par le fait que 1’eau des boites n’était pas renouvelée, les larves
se développent aussi. Il y a donc une accumulation de facteurs pouvant nuire a la survie des
larves. La forte mortalité dans les boites ne pouvant pas €tre seulement attribuée aux traitements
et vu le nombre trop faible de données, les taux de survie lors du test préliminaire n’ont pas été
calculés.

3.2.2. Test final
Taux d’éclosion

La figure 8 correspond a 1I’évolution des taux d’éclosion apres les réactions. L’effet
traitement est ici trés visible (p-value < 2,2.10"°). Deux groupes de courbes se distinguent, les
courbes des traitements a 1’ Alcalase® dans la partie supérieure du graphique et les courbes
témoins dans la partie inférieure. Entre les 5 femelles au sein de chaque traitement, 1’évolution
est similaire. En effet, il n’y a pas d’effet femelle au sein d’un traitement (p-value > 0,6). Enfin,
il n’y a pas d’effet temps non plus pour un traitement donné (p-value = 0,1).
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Figure 8. Evolution des taux d’éclosion moyen par femelle dans le temps apres la fin de la
réaction, par traitement. Les traits pleins correspondent au témoin (——). Les pointillés
représentent le traitement Alcalase® (----). Code couleur : Femelle F1 ; Femelle F2 ; Femelle
F3 ; ; Femelle F5. Les barres d’erreur représentent les erreurs standard en valeur
positive et négative.

Taux de survie

Les taux de survies sont calculés a t,. Les boites de dispersion des taux pour chaque
traitement et chaque femelle sont présentés dans la figure 9. Nous utilisons un modele d’analyse
de variance pour expliquer les taux de survie en fonction du traitement et des femelles. Le
traitement a 1’ Alcalase® a un effet positif sur les taux de survie (p-value < 5.10°). Femelles
confondues, le taux moyen de survie pour le traitement a I’ Alcalase® est de 47%, contre 13 pour
le témoin. Un effet femelle est aussi significatif (p-value < 0,0002). Cet effet est attribué
principalement a la femelle F5.
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---). Code couleur : Femelle F1 ; Femelle F2 ; Femelle F3 ; ; Femelle F5

Longueur des larves

L’analyse de variance montre qu’il n’y a pas d’effet du traitement sur la taille des larves
(p-value = 0,2). Cependant, il y a un effet femelle (p-value = 3,6.10°). Les larves issues de la
femelle F4 sont significativement plus longues (p-value = 4.107). La figure 10 représente les
longueurs moyennes des larves issues des 5 femelles (tout traitement confondu) :

0,8 1
0,75 A
0,7 A
0,65 A

2
@)}
1

0,55 - ‘
05 -
045 A
04 -
0,35

Longueur (en cm)
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Figure 10. Boites de dispersion des longueurs des larves en fonction des femelles,
traitement confondu
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Charge bactérienne

Seul le comptage a la dilution 10 était possible. La comparaison entre les charges
bactériennes des deux traitements ne montre pas d’effet de ces derniers (p-value = 04) (Figure
11). On considere en général qu’une différence de log(ufc) est significative lorsqu’elle est
supérieure a 0,5. Ici, la différence entre la plus petite valeur d’un traitement et la plus grande
d’un autre est inférieur 2 0,5.

73 -
725 -
72 - ‘

Alcalase Témoin

Traitement
Figure 11. Boites de dispersion des log(ufc)/mL pour chaque traitement

3.3. Discussion

Lors de I’éclosion, plusieurs facteurs entrent en jeu pour permettre la percée de 1’ceuf
par la larve. Les larves secretent une enzyme, la chorionase, qui va dégrader la partie interne de
I’ceuf. Cette enzyme se trouve dans une glande qui va I’accumuler et la libérer au moment de
I’éclosion (Luczynski et al., 1987). Apres un certain temps passé dans I’eau, le ruban change
aussi de structure, il devient plus fragile. Enfin, 1’activité des larves augmente lorsque leur
développement permet 1’éclosion. Cette action mécanique, ajoutée a la fragilisation de I’ceuf et
du ruban, permet 1’éclosion.

Nous montrons ici que I’utilisation d’un réactif chimique, 1’Alcalase®, a plusieurs
impacts dans le phénomene d’éclosion. Lors du test préliminaire, ses effets ont été directement
visibles. Ces résultats étaient prévisibles. En effet, les expériences de dissolution du ruban ont
montré que 1’Alcalase®, a défaut de dissoudre le ruban, dissolvait les ceufs qui éclataient
rapidement.

Avec plus de 75% d’éclosions 3 heures apres la fin de la réaction, il est clair que cette
enzyme favorise les éclosions. Le test final montre qu’il n’y a pas de variation significative au
cours du temps des taux d’éclosions. La synchronisation souhaitée est obtenue, avec la majorité
des éclosions se faisant quelques heures apres la réaction puis seulement quelques éclosions
supplémentaires pendant les heures qui suivent. Cependant, plusieurs éléments restaient a
vérifier.

Premierement, la survie des larves. Les observations montrent qu’il ne reste qu’une
petite partie des ceufs dans les boites de Pétri, ces derniers ayant été totalement dissous par
I’enzyme. Les éclosions sont donc forcées, ce n’est pas une simple fragilisation. Cela implique
que 1’on va considérer comme écloses, car sorties de I’ceuf, une larve vivante comme une larve

N

morte. Cela explique aussi les taux d’éclosion importants dans le cas du traitement a
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I’Alcalase®. L’intérét de ce réactif ne doit donc pas seulement s’expliquer par les taux
d’éclosion. L’étude des taux de survie nous donne une réponse. Cette étude se fait a t, pour
s’assurer que les ceufs non éclos sont morts et ne nécessitent pas un temps supplémentaire pour
éclore. A t,, il y a donc des larves vivantes ou mortes (pour plusieurs raisons, dans 1’ceuf ou
apres éclosion, naturellement ou a cause du traitement). Nous avons donc le nombre de larves
vivantes que nous pouvons diviser par le nombre total d’ceuf ceillés comptés au début du test.
Les résultats obtenus sont surprenants. En plus de ne pas affecter la survie des larves, le
traitement augmente ce taux de survie (47% pour le traitement contre 13% pour le témoin). Une
autre précaution doit étre prise lors de I’interprétation de ce résultat. Une partie des ceufs
contient des embryons malformés, facilement observable au microscope. L’Alcalase® peut
aussi faire éclore ces embryons, alors qu’ils n’auraient pas eu la force d’éclore naturellement.
Il faut donc différencier les larves vivantes normales et les larves vivantes malformées pour le
traitement a 1’ Alcalase®. Si on peut en observer pendant les premiers enregistrements, elles
meurent rapidement et n’expliquent pas ce nombre plus grand de larves vivantes a t,. Ce résultat
suggere donc que naturellement, un certain nombre d’embryons (34% d’apres les résultats),
sont normalement développés, mais ne parviennent pas a éclore.

Un deuxieme élément concerne le développement des larves. Comme expliqué
précédemment, les éclosions dans le traitement a I’ Alcalase® peuvent étre considérées comme
forcées. Méme si, comme 1’ont montré Alix et al. (2015) le développement est le méme entre
une larve éclose et un embryon encore dans 1’ceuf, il faut s’assurer que le traitement n’impacte
pas le bon développement des larves. Les résultats sur les longueurs des larves a t, montrent
qu’il n’y a pas d’effet négatif du traitement sur la taille des larves.

L’analyse de la charge bactérienne associée a chaque traitement n’a pas montré de
différence entre les deux traitements. L hypothése initiale était que 1’ Alcalase®, en dissolvant
les ceufs, fasse passer en solution les molécules issues de cette dégradation. Le renouvellement
d’eau permettrait donc de retirer une partie de ces molécules organiques utilisées par les
bactéries pour leur développement. Si cette hypothese est réfutée par les résultats, la
dégradation des ceufs reste avantageuse en production.

Contrairement aux boites de Pétri, le renouvellement d’eau en circuit d’incubation est
important et constant. Les molécules en solutions sont éliminées plus facilement. Lors de la
récupération des larves pour le passage en bassins larvaires, il y a souvent transfert de restes
d’ceufs qui s’accumulent dans les incubateurs. Ces particules sont autant de sources de pollution
pour 1’eau des larves et peuvent obstruer les systemes de filtration qui sont petits a cause de la
taille des larves. Limiter ces transferts est donc un moyen supplémentaire d’améliorer la qualité
de I’eau et de diminuer les taux de mortalité.

Les résultats obtenus sont prometteurs et pourraient se montrer €tre une avancée majeure
pour la production de larves chez Valperca SA.

4. Discussion

De nombreux agents chimiques sont utilisés en écloserie, principalement dans un
objectif de désinfection. Nous pouvons citer les exemples de I’ozone, de I’eau de Javel ou du
peroxyde d’hydrogene. L’ozone permet de traiter I’eau en oxydant la matiere organique. L.’eau
de Javel est efficace pour désinfecter le matériel d’écloserie. Le peroxyde peut étre utilisé pour
désinfecter les ceufs avant leur mise en incubation (Allan, Burnell, 2013). Cependant, il faut
étre vigilant lors de leur utilisation, les risques pour les poissons ainsi que le personnel sont
nombreux. La ponte et I’éclosion étant deux étapes sensibles, il faut agir avec précaution. Apres
la ponte, il ne faut pas interférer avec les processus de fertilisation. Cependant, une action
tardive ne permet pas d’obtenir les avantages attendus. Il faut réussir a séparer les ceufs assez
rapidement pour ne pas retarder la mise en incubation et ainsi ne pas avoir a travailler avec la
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contrainte du ruban. Méme temporairement, il nous obligerait a utiliser des installations
spécialement congues pour lui en plus des installations mises en place pour les ceufs libres. Lors
de I’éclosion, le probleme majeur est le dosage pour ne pas risquer une action du réactif sur les
larves écloses, tout en dégradant assez les ceufs. Ce méme probléme se pose apres la
fécondation, pour obtenir une dégradation du ruban sans impacter les ceufs.

Une autre contrainte se trouve dans la variabilité inter-espece de la structure et de la
composition des ceufs. Cette derniere nous impose de nombreuses combinaisons de
« réactifs/concentration/temps de réaction » pour trouver 1’agent chimique qui donne des
résultats. Les résultats de cette étude montrent que les enzymes semblent étre les plus efficaces
dans le cas de Perca fluviatilis. Cela peut paraitre logique lorsque 1’on observe attentivement
le ruban. C’est une structure épaisse, organisée, qui lie les ceufs pendant plusieurs jours. Une
dissolution de ce dernier nécessite donc une réaction chimique puissante, que seules les
enzymes semblent étre en mesure de délivrer. Chez d’autres especes, la membrane des ceufs
s’avere étre la structure de résistance de ces derniers. Chez la perche, cette membrane est plus
fragile car c’est le ruban qui offre une protection. Leur dégradation est alors plus simple.

Ces contraintes connues, les deux études ont pu étre menées et les premiers résultats
obtenus. Concernant la dissolution du ruban, les résultats permettent seulement d’orienter de
futures recherches. Ces dernieres pourront se focaliser sur la papaine. Les observations
indiquent aussi qu’une action mécanique, ajoutée a 1’action chimique, peut donner des résultats
intéressants. Des tests réalisés a 1’aide d’un agitateur magnétique ont montré qu’une
fragmentation est possible.

Les résultats les plus intéressants sont ceux portant sur la synchronisation des éclosions.
Apres seulement deux tests, la synchronisation a bien été effective, permettant par la méme
occasion une augmentation du taux de survie. Des points restent cependant encore a étudier
avant une application en production. Par exemple, il faut définir une quantité de réactif a utiliser
par masse de ruban ajoutée afin d’obtenir les résultats attendus. En effet, 1’ Alcalase® est un
réactif coliteux (103 francs Suisse pour 50 mL de solution), il est important de déterminer le
colt d’utilisation de ce produit et donc de savoir si les avantages procurés par cette
synchronisation sont rentables. Les avantages sont attendus principalement lors des premiers
stades de développement des larves et des alevins. Premi¢rement, les températures étant
différentes entre 1’eau d’incubation et I’eau du secteur larvaire, les larves écloses et transférées
ont alors une croissance plus rapide que les larves encore dans les ceufs. Au sein d’un méme
lot, on retrouve alors des larves de tailles différentes et cette différence est difficile a corriger
et souvent amplifiée avec le temps. Celle-ci conduit aussi a du cannibalisme et oblige a effectuer
des tris réguliers, qui sont consommateurs de main d’ceuvre, d’espace et sources de stress pour
les poissons. La synchronisation des éclosions permet d’obtenir des lots plus homogenes et
limite les problemes dans les stades de développement suivants. Deuxi¢émement, dans
I’incubateur, les attaques bactériennes ou fongiques sont fréquentes apres un certain temps a
cause de la dégradation du ruban et des ceufs, source de matiere organique. Ces attaques
fragilisent les larves et une contamination du secteur larvaire est également possible. En
réduisant le délai d’éclosion, il est possible de limiter aussi ces attaques.

Conclusion

Cette étude s’inscrit dans une volonté de Valperca SA de développer une nouvelle facon
de travailler avec le ruban de la perche. A partir d’un nombre limité de réactifs potentiellement
capables de modifier la structure de ce dernier, les tests ont été menés sur les deux étapes post-
fécondation. Si pour la premiere partie, les tests n’ont pas été concluants pour une application
directe en production, ceux de la deuxieéme partie portant sur la synchronisation ont montré des
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résultats intéressants. Le but premier de réduire la période d’éclosion a été atteint grace a
I’Alcalase®, avec un grand nombre d’éclosions quelques heures aprés I’ajout du réactif. Un
résultat surprenant est I’augmentation du taux de survie, qui indique qu’en plus de synchroniser
les éclosions, le traitement augmenterait le nombre de larves obtenues. Des approfondissements
sont cependant nécessaires avant une utilisation en production, pour permettre la rédaction d’un
protocole. Ce dernier devra définir clairement les quantités a utiliser, ainsi que les différentes
étapes, notamment le ringage auquel il faut apporter une attention particulieére pour garantir une
bonne utilisation de I’enzyme et les résultats attendus.

Avec ces résultats, Valperca SA peut réfléchir d’'une maniere nouvelle I’organisation de
ses différents secteurs et de ses installations, avec la possibilité d’augmenter sa production, lui
permettant de garder sa place de leader sur le marché suisse.
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Annexe Il
Plans d’expérience des tests sur la synchronisation des éclosions

Test préliminaire
Temps 1 5 15
Femelle
L. F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4
Réactif ——~—— | | "~ | " | T
Alcalase® 'A1Fl A1F2 A.1F3 A.lF4 ASFl AS5F2 AS5F3 AS5F4 AI5F1 A15F2 AI5F3 A.15F4
Papaine 'PAFI P.IF2 P.IF3 P.IF4 P5Fl P5F2 P5F3 P5F4 P.I5SFl P.I5SF2 P.I5F3 P.15F4
Bromélaine 'B.IF1 B.I.F2 B.IF3 B.IF4 B5Fl BS5F2 BS5F3 B5F4 B.5Fl B.I5F2 B.I5F3 B.I5F4
HypOCh?OI‘ltede 'H.IFl H.1F2 H.1F3 H.IF4 H5Fl HS5F2 H5F3 HS5F4 H.I5F1 H.I5F2 H.I5F3 H.I5F4
sodium '
Témoin 'TAFl T.IF2 T.1F3 T1F4 TS5Fl T5F2 TS5F3 T5F4 TISFI T.ISF2 T.ISF3 T.5F4
Test final
Traitement Alcalase® Témoin
Hchantillon
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Femelle | | | (L U 1
F1 " AFl.1 AFl2 AFl3 AFl4 AFl5 AFl6 TFIL1 TFl2 TFI3 TFl4 TFL5 TFL6
F2 " AF21 AF22 AF23 AFR24 AR5 AFR6 TF2.1 TFR2 TR3 TFR4 TES5 TE6
F3 U AF3.1 AF32 AF33 AF34 AF35 AF6 TF. TF2 TF3 TF4 TS5 TF36
F4 | AF41 AF42 AF43 AF44 AF45 AF46 TF4l TF42 TF43 TF44 TF45 TF46
F5 " AF5.1 AF52 AF53 AF54 AF55 AF56 TF51 TF52 TF53 TF54 TF55 TF56
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Annexe I
Courbe de température de I’eau d’incubation durant le test préliminaire

A\l
Temps
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T
w
—

17 A
16,5 -
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155 A
14,5
13,5 A

(D,) aaerdway,

1

Evolution temporelle de la température de 1’eau d’incubation au cours du test préliminaire.
Enregistrements réalisés a I’aide des sondes de température du systetme de suivi de
I’écloserie.
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Annexe IV
Courbe de température de I’eau d’incubation durant le test final

12 A
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T
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15 1
14,5 A
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13,5 4
12,5 1
11

(D,) amyerpdway,

Evolution temporelle de la température de 1’eau d’incubation au cours du test préliminaire.
Enregistrements réalisés a I’aide d’un data logger Tidbit® v2 (Onset®, Massachussetts). Les
pics de température correspondent au prélevement du data logger pour vérification du
nombre de degré-jours.
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Annexe V
Représentations graphiques de I’évolution des taux d’éclosions lors du test préliminaire, pour
5 et 15 minutes de réaction
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Evolution temporelle des taux d’éclosion — Expérience préliminaire — En haut : 5 minutes
de réaction, en bas : 15 minutes de réaction. Code couleur : Alcalase® ;

; Bromélaine ; Papaine ; Témoin. Les barres d’erreur représentent les erreurs
standards en valeur positive et négative.
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