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AVANT-PROPOS

Mon projet de doctorat s’ intégre dans un projet plus global a vocation aquacole. Aux
fles de la Madeleine, la culture de la moule bleue (Mytilus edulis, L. 1758) repose
intégralement sur le captage de naissain (juvénile) en milieu naturel. Cette étape est réalisée
entre les mois de juin et octobre, lors de la période de reproduction. La majorité¢ des
producteurs locaux (deux entreprises sur trois) cultivent leurs moules en lagune. Les
mytiliculteurs captent leur naissain sur des collecteurs (cordes de polypropyléne), qui sont
récoltés a la fin de la saison pour effectuer le boudinage. Les moules sont triées (> 15 mm)
puis fixées sur des nouvelles structures (boudins), a une densité optimale pour la
croissance. Les boudins sont ensuite immergés dans les sites de grossissement jusqu’a ce
que les moules atteignent la taille commerciale (55—-60 mm), 18 a 24 mois plus tard.

Depuis 1991, la phase d’approvisionnement en naissain se déroule dans le bassin du
Havre-Aubert (BHA), alors que le grossissement s’effectue dans la lagune du Havre-aux-
Maisons et celle de Grande-Entrée. Le BHA est un site de choix pour le captage car
I’approvisionnement en naissain y était stable au fil des ans et les individus collectés sont
de qualité nettement supérieure a ceux issus des autres lagunes : ils sont plus résistants aux
épisodes de mortalité estivale et leur taille moyenne a I’automne est plus importante. Ainsi,
la production des mytiliculteurs dépend étroitement de la productivité du BHA. Néanmoins,
les taux de captage désastreux lors des saisons 2004 et 2006 ont hypothéqué les
productions. C’est pourquoi, la sécurisation de cet approvisionnement fut identifiée comme

« la » priorité de recherche et développement pour les mytiliculteurs.



En réponse a cette demande, un projet fut élaboré et mis en place a I’hiver 2007 afin
d’approfondir les connaissances sur le recrutement des moules en milieu naturel et de tester
spécifiquement plusieurs hypothéses explicatives des mauvaises années de captage.
S’intitulant « Compréhension des mécanismes assurant le succes d’approvisionnement en
naissain de moule de qualit¢ dans le bassin du Havre-Aubert », cette étude est issue de la
collaboration entre le Ministére de I’ Agriculture, des Pécheries, et de I’ Alimentation du
Québec (MAPAQ) et I’Université du Québec a Rimouski (UQAR). Le MAPAQ assuma la
partie appliquée en offrant un soutien technique et scientifique aux professionnels, tandis
que I’UQAR prenait en charge le volet académique en intégrant au projet ma thése de
doctorat. Ainsi, mes recherches avaient comme objectifs d’étudier les mécanismes
impliqués dans la fixation des jeunes moules sur les collecteurs, et de caractériser les
facteurs susceptibles d’influencer le succés de la fixation.

La réalisation de ce projet n’aurait pu se faire sans le travail précieux des équipes
techniques des centres de recherche et laboratoires avec lesquels j’ai collaboré au cours de
ces cinq derniéres années : le Centre Maricole des iles-de-la-Madeleine (CeMIM) ; le
Centre Aquacole Marin de Grande-Riviere (CAMGR) ; I’Institut de Recherche en Zones
Cotieres de Shippagan (IRZC) ; le Laboratoire de Biotechnologie et Chimie Marine de
Lorient de I’ Université¢ de Bretagne Sud (LBCM-UBS) ; et I’Institut des Sciences de la Mer
de I’Université du Québec a Rimouski (ISMER-UQAR). Centres de recherche et d’appui
technologique du Ministere de 1’ Agriculture, des Pécheries, et de 1’ Alimentation du Québec
(MAPAQ), le CeMIM et le CAMGR sont devenus des antennes régionales de Merinov, le

Centre d’innovation de I’aquaculture et des péches du Québec depuis 1’année 2010.



Je remercie donc tout particulierement Jules Arseneau, Yvon Chevarie, Carole Cyr,
Francine Aucoin, Jacques Richard, Jean-Guy Turbide, Claude Poirier, Francois Gallien,
Emélie Vigneau et Lucie Poirier du CeMIM ; Sonia Bellevin du CAMGR ;
Anthony Magueresse du LBCM ; et Iften Redjah, Sylvain Leblanc, Gilles Desmeules,
Claude Belzile, Richard Saint-Louis, Pascal Rioux, Nathalie Morin, Simon Sanneville,
Dominique Lavallée, Sylvie Fillion, Jocelyne Desgagnée et Nycole Bérubé de I’ISMER. Je
remercie également tous les collaborateurs et spécialistes du milieu pour leur aide et
critiques constructives : Francois Bourque (CeMIM-Merinov), Lisandre Gilmore-Solomon,
Suzanne Roy, Eva Alou-Font, Oscar Casa-Monroy, Philippe Archambault, André Rochon
(ISMER-UQAR), Sylvie Lessard, Christopher McKindsey (Institut Maurice Lamontagne)
Connie Lovejoy, Vani Mohit, Bérangere Péquin, Gaétan Daigle (Universit¢ Laval,
Québec), Isabelle Linossier, Nathalie Bourgougnon (LBCM-UBS), André Martel,
Michel Poulin (Musée de la Nature, Ottawa), Tarik Méziane (MNHN), Véronique Martin-
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RESUME

Chez les invertébrés benthiques marins a cycle de vie bentho-pélagique, le taux de
fixation-métamorphose est I’un des facteurs déterminant du succes de recrutement et donc
du renouvellement des populations. Relié a 1’abondance et au comportement des stades
péri-métamorphiques (larves compétentes et post-larves), le taux de fixation est régulé par
I’interaction de multiples facteurs endo- et exogenes. Prérequis du fonctionnement vital des
organismes hétérotrophes, la ressource trophique est un facteur exogene biotique
d’importance puisqu’elle affecte leur condition physiologique. Son influence sur le
recrutement n’est souvent envisagée que d’un point de vue quantitatif alors que les
recherches menées en laboratoire attestent de 1’importance de sa qualité lipidique. Dans ce
contexte, la présente étude a pour objectif principal d’évaluer I’influence de la qualité de la
ressource trophique sur le succes de recrutement et implique la moule bleue (Mytilus edulis,
L 1758) comme mode¢le biologique.

La recherche se concentre sur les sources de nourriture potentiellement disponibles pour les
stades péri-métamorphiques soit, le plancton et le biofilm. Une emphase est portée aux
acides gras polyinsaturés (PUFA) et essentiels (EFA), dont le caractére indispensable aux
organismes aquatiques est largement admis. De plus, les études menées sur le recrutement
décrivent un découplage bentho-pélagique entre larves et recrues, une importante variabilité
spatio-temporelle de la fixation, ainsi qu’une synchronisation du pic de fixation. La
disponibilit¢ en larves et le comportement sont souvent les facteurs incriminés, mais
I’origine de tels phénomenes demeure encore incertaine. La présente étude propose donc
d’apporter des ¢éléments de réponse supplémentaires en fournissant une analyse fine de la
variabilité spatio-temporelle au cours de I’ontogénie larvaire.

Ce projet est constitué de trois grands axes de recherche dans lesquels nous définissons la
fixation comme le processus par lequel les individus s’associent au substrat, et le
recrutement comme le nombre d’individus présents a un temps ¢ de la vie benthique :

i) Considérant la théorie de « match/mismatch » de Cushing, nous posons les hypothéses
que la concentration en EFA dans la nourriture influence les succes de fixation et de
recrutement. Nous avons suivi simultanément le développement larvaire et les
conditions trophiques pendant deux saisons de reproduction successives (2007 et
2008);

ii) Considérant le biofilm comme une ressource trophique potentielle, nous posons les
hypothéses que le taux de fixation augmente avec 1’age du biofilm et son contenu en
EFA. Nous avons conditionné et caractérisé finement des biofilms en milieu naturel
afin de tester leur influence sur le succés de fixation des moules;
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111) Considérant le ro6le important du comportement et des conditions physiologiques des
stades péri-métamorphiques, nous posons les hypothéses d’une importante variabilité
spatiale a petite échelle, d’un découplage bentho-pélagique et d’un avantage
physiologique lors du pic de fixation. Nous avons suivi le développement larvaire dans
plusieurs sites, ainsi que la qualité lipidique des post-larves et de leur nourriture.

Nos résultats mettent en évidence le controle prédominant des communautés
phytoplanctoniques sur le succeés de recrutement de la moule bleue via deux processus
novateurs : 1) le « match/mismatch » avec la qualit¢ lipidique du plancton et ii) le
déclencheur trophique de la fixation (« trophic settlement trigger », TST). Le role
nutritionnel des PUFA/EFA semble important pour le recrutement de 1’année, mais leur
teneur dans les compartiments benthiques et pélagiques ne semble pas pour autant affecter
le comportement et la physiologie des jeunes moules au cours de la saison. Ces dernicres
semblent répondre fortement aux variations d’abondance du picoplancton autotrophe
(picoeucaryotes, <2 um) au sein de ces deux compartiments. Enfin, nos résultats montrent
un couplage bentho-pélagique entre larves et recrues, et suggerent pour la premiére fois que
le découplage dépende de deux traits comportementaux typiques des bivalves : le retard de
métamorphose et la dérive bysso-pélagique.

Cette recherche apporte de nouvelles pistes de réflexion quant a 1’écologie des invertébrés
benthiques et souligne I’importance de considérer la composante planctonique et le
comportement au cours de 1’ontogénie larvaire et post-larvaire lors des travaux menés sur la
dynamique des populations en milieu naturel. Une emphase particuliére devrait étre portée
sur la qualité lipidique et la composition taxonomique de la ressource trophique, et la
séparation des différents stades de développement semble nécessaire pour comprendre la
dynamique des populations. La notion de TST constitue le point majeur de 1’étude puisqu’il
s’agirait d’un signal indépendant de 1’habitat prospecté qui synchroniserait un
comportement de fixation, peu importe la qualité du substrat et/ou 1’histoire de vie des
individus.

Mots clés : Mytilus edulis, larve, post-larve, fixation, match-mismatch, déclencheur
trophique de la fixation, biofilm, lipides, acides gras.



ABSTRACT

The rate of settlement-metamorphosis is one of the determinant factors for the
recruitment success, and thus the populations’ renewal, in benthic marine invertebrates
with bentho-pelagic life-cycle. Related to the abundance and behavior of peri-
metamorphic stages (competent larvae and post-larvae), the settlement rate is regulated
by the interaction of multiple endo- and exogenous factors. Pre-required for the vital
functioning of heterotrophic organisms, the trophic resource is an important exogenous
biotic factor as it affects their physiological conditions. Its influence on recruitment is
often considered in a quantitative point of view whereas laboratory researches certify
the importance of its lipid quality. In such context, the main objective of the present
study is to evaluate the influence of the trophic resource quality on the recruitment
success, using the blue mussel (Mytilus edulis, L 1758) as biological model.

The research concentrated on the potential food resources available for the peri-
metamorphic stages, such as the plankton and the biofilm. A particular emphasis is
given to polyunsaturated (PUFA) and essential fatty acids (EFA), which are largely
recognized to be indispensable for aquatic organisms. Moreover, studies dealing with
recruitment show a bentho-pelagic decoupling between larvae and recruits, an
important spatio-temporal variability of the settlement, and settlement peak
synchronization. Even if larval availability and behavior are often incriminated factors,
origins of such phenomenon still remain uncertain. Thus, the present study proposes to
provide additional response elements by producing a fine analysis of the spatio-
temporal variability during the larval ontogeny.

Three principal research axes constitute the project where we define the settlement as
the process by which individuals associate to the substrate, and the recruitment as the
number of individuals present at a time ¢ of the benthic life:

i) Considering the Cushing « match/mismatch » theory, we hypothesize that EFA
concentration in the food influence the success of both settlement and recruitment. We
simultaneously monitored the larval development and the trophic conditions during
two successive reproductive seasons (2007 and 2008);

i1) Considering biofilm as potential trophic resource, we hypothesize that the
settlement rate increases with the biofilm age and its EFA content. We conditioned
and performed a fine characterization of biofilms in order to test their influence on
mussels’ settlement success;

ii1) Considering the important role of behavior and physiological conditions in peri-
metamorphic stages, we hypothesized an important microscale spatial variability, a
bentho-pelagic decoupling, and a physiological advantage during the settlement
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peak. We monitored the larval development in several sites, and also the lipid
quality of post-larvae and of their trophic resources.

Our results highlight the predominant control of phytoplanktonic communities on the
blue mussel recruitment success via two innovative processes: i) the match/mismatch
with the planktonic lipid quality, and 1ii) the trophic settlement trigger (TST).
Nutritional role of PUFA/EFA seems to be important for the recruitment of the year,
but their concentration in benthic and pelagic compartments seems not to insofar as
affect behavior and physiology of young mussels during the season. The latest seems
to strongly respond to variations in autotrophic picoplankton (picoeukaryotes, <2 pum)
abundance within both compartments. Finally, our results show a bentho-pelagic coupling
between larvae and recruits, and suggest for the first time that decoupling depends on the
two typical behavioral traits of bivalves: the metamorphosis delay and the bysso-pelagic
drifting.

This research provides new lines of thinking about the benthic invertebrates ecology and
highlights the need to consider planktonic compartment, and behavior during the larval and
post-larval ontogeny when working on the population dynamics in the field. A special
emphasis should be given to the trophic resources lipid quality and taxonomical
composition, and the separation of the different developmental stages appears necessary to
understand populations dynamic. The notion of TST constitute the major point of the study
as it would rely on a cue independent from the prospected habitat that would synchronize
the settlement behavior, whatever substratum quality and/or individual historic life.

Keywords: Mytilus edulis, larvae, post-larvae, settlement, match-mismatch, trophic
settlement trigger, biofilm, lipids, fatty acids.
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INTRODUCTION GENERALE

En milieu tempéré, plus de 70% des espéces d’invertébré marin ont un cycle de vie
complexe avec une phase de dispersion larvaire dans le plancton (Thorson 1950). Au cours
des dernieres décennies, 1’étude de la dynamique des communautés marines benthiques a
traité plus particulierement des processus écologiques qui affectent les stocks larvaires
plutot que les adultes (« supply-side ecology », Lewin 1986) en considérant que la
disponibilité¢ larvaire est le facteur limitant du recrutement (« recruitment limitation »,
Hughes 1990). Hughes (2000) précisera que les facteurs influengant la reproduction
seraient tout aussi importants puisqu’ils agissent indirectement sur la production larvaire.
Pendant la phase de dispersion larvaire, tout facteur endo- et/ou exogéne susceptible de
ralentir le cycle de développement larvaire entraine indirectement la réduction du nombre
de survivants en rallongeant le temps de résidence dans le pelagos (Widdows 1991). Les
larves sont alors exposées a plusieurs risques relatifs a la vie pélagique, qui pourraient
expliquer des taux de mortalité proches de 90% au cours de I’ontogénie (Morgan 1995a,
Pedersen et al. 2008). Globalement, le succeés de recrutement dépend des facteurs qui
régulent la dynamique d’une population, de la production de la larve jusqu’a la vie adulte.
Ceci crée une ambigiiité dans la définition du recrutement, dont le patron temporel varie en
fonction de 1’espéce étudiée (Watson & Barnes 2004) : a quel moment du cycle de vie peut-
on parler de recrue ? Définir le recrutement comme le nombre d’individus présents a un
temps t de la vie benthique permet de satisfaire tout expérimentateur, mais une attention
particuliere doit étre portée aux échelles spatio-temporelles utilisées pour étudier ce
processus chez une espeéce en particulier (Caley et al. 1996). Dans ce sens, 1’analyse
séquentielle du recrutement semble adéquate pour évaluer I’importance relative des

mécanismes impliqués en distinguant, par exemple, les phases de fixation et post-fixation.



1. LE RECRUTEMENT DES ESPECES BENTHIQUES

Pour les especes benthiques, la fin de la vie pélagique est marquée par 1’étape de
fixation-métamorphose, durant laquelle les risques de mortalité sont également tres €levés
(Thorson 1966). Le taux de fixation larvaire est considéré comme le facteur déterminant
pour le succés du recrutement et donc pour la structure des communautés (Gaines &
Roughgarden 1985). Selon Rodriguez (1993), la fixation commence dés que les larves
initient un comportement de recherche d’un substrat adéquat et s’achéve quand la
métamorphose est déclenchée. Cet auteur distingue alors deux grandes phases dans la
fixation : le comportement de prospection d’habitat et I’initiation de la métamorphose.

En réponse a 1’absence ou a la présence de signaux chimiques et/ou physiques de 1’habitat
prospecté, les larves se laissent transporter vers un autre habitat ou se métamorphosent et
passent a une vie benthique (Crisp 1974, Pawlik 1992). A ce stade, il est important de
définir la métamorphose car ce concept tres généraliste s’applique a une grande diversité
d’especes vivantes mais ne correspond pas pour autant aux mémes transformations
morphologiques et/ou physiologiques (Bishop et al. 2006b). Dans la présente étude, la
métamorphose est définie comme la transformation d’une larve compétente en une post-

larve :

1) La compétence est acquise au cours du dernier stade de la vie larvaire : les larves
compétentes sont donc plus dgées que les pré-compétentes et s’en distinguent par leur
capacité a assurer leur fixation et leur métamorphose (Carriker 1961, Day &
McEdwards 1984). L’acquisition de la compétence se traduit par 1’apparition de
nouvelles structures anatomiques et 1’adoption d’un comportement de prospection.
Les larves compétentes répondent a une hiérarchie de signaux sensitifs qui leur
permettent d’apprécier la qualité de I’habitat de fixation (Kingsford et al. 2002), qui
est caractérisé par son biotope et sa biocénose. La sélection par les larves est
principalement influencée par la disponibilité relative des habitats ainsi que par le
temps alloué a la recherche d’un habitat de qualité (Toonen & Tyre 2007). Les larves

compétentes ont la capacité de retarder leur métamorphose lorsque les conditions



rencontrées ne sont pas favorables, de se disperser a nouveau et finalement de
prospecter de nouveaux habitats (voir la revue de Pechenik 1990). Cette capacité a
é¢tendre la phase pélagique est variable selon les especes, les facteurs
environnementaux et les conditions physiologiques. De plus, un certain déterminisme
génétique intervient dans la sensibilité aux signaux inducteurs de la fixation (Botello
& Krug 2006). Bishop et al. (2006a) proposent de regrouper en trois grandes
hypotheses les différents comportements larvaires et issues potentielles en 1’absence
de signaux favorisant la métamorphose: 1) la rétention variable, i1) la larve désespérée
et ii1) la mort avant le déshonneur. Ces auteurs utilisent le terme ‘rétention’
uniquement pour désigner la capacité a conserver les attributs larvaires en retardant la

métamorphose; aucune notion de limitation spatiale n’est alors considérée (Figure 1).
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Figure 1: Représentation schématique des hypothéses concernant le retard de métamorphose.

Détail des issues potentielles chez les invertébrés marins (extrait et traduit de Bishop et al. 2006a).



i) La métamorphose en post-larve est marquée par de profondes modifications
morphologiques, anatomiques, physiologiques et comportementales, qui sont en
adéquation avec une vie sur le fond. La post-larve constitue le premier stade
benthique et se distingue du juvénile (jeune adulte sexuellement immature) par des
traits anatomiques et comportementaux caractéristiques (p. ex. Bayne 1964a,
Erlandsson et al. 2008). En réalité, la phase de métamorphose peut étre progressive,
avec une durée variable d’une espece a 1’autre. Par exemple, le polychete Pectinaria
koreni initie sa métamorphose dans la colonne d’eau et acquiert les caractéristiques
morphologiques propices a la vie benthique seulement quinze jours apres sa fixation

(Lambert et al. 1996).

Une fois métamorphosés en post-larves, les individus ont la capacité de se disperser a
nouveau et il est désormais admis qu’un tel phénomeéne pourrait avoir plus d’influence que
la prédation sur la dynamique des populations (Norkko et al. 2001). Classiquement décrite
chez les mollusques bivalves (p. ex. Cummings et al. 1993, Garcia-Esquivel & Bricel;
1993, Olivier et al. 1996, de Montaudouin 1997, Wang & Xu 1997), la dispersion au sein
de la couche suprabenthique a ¢été observée aussi pour d’autres embranchements
d’invertébrés benthiques tels que les arthropodes, les échinodermes et les annélides (p. ex.
Olivier et al. 1996, Olivier & Retiére 1998, Palma et al. 1998, Mercier et al. 2000, Moksnes
et al. 2003). Ce processus de dispersion post-larvaire induit souvent plusieurs migrations
secondaires d’une aire de nurserie vers une aire adulte (Beukema & de Vlas 1989).
Egalement observée chez les adultes a plus petite échelle spatiale, cette capacité de
dispersion lors de la vie benthique contribue a la plasticité des communautés (Giinther
1992) en réponse a des événements stressants, tels que la prédation, la compétition inter- et

intra-spécifique ou les perturbations physico-chimiques.

Par conséquent, le succés de recrutement est fortement dépendant de la durée de
dispersion larvaire, mais aussi du temps consacré a la recherche d’un habitat de qualité
(Keough & Downes 1982, Sponaugle et al. 2002). II est intéressant de noter que la

dispersion et la prospection sont des comportements typiques des larves compétentes, qui



se retrouvent aussi chez les post-larves. Ainsi, tout facteur exo- et endogene influencant les
stades péri-métamorphiques est susceptible d’affecter le succes de recrutement d’une

espece.

Il y a soixante ans, Gunnar Thorson (1950) établit le paradigme que la phase
planctonique comporte beaucoup plus de risques que la phase benthique et stipule que la
variabilité spatio-temporelle des populations adultes est fortement reliée au bon
déroulement de la vie pélagique. Néanmoins, 1’évaluation de la mortalit¢ planctonique en
milieu naturel relevant du défi, il n’existe pas vraiment de données pour attester de la
véracité¢ de cette croyance (Morgan 1995a, Morgan 2001). A cet égard, suffisamment
d’études démontrent que les processus post-fixation jouent un role significatif dans la
régulation des populations et ’organisation des communautés (Gosselin & Qian 1996,
1997, Hunt & Scheibling 1997, Bownes & McQuaid 2009) pour conclure que la
disponibilité larvaire n’est pas le facteur prééminent expliquant le succeés de recrutement

(revue de Olafsson et al. 1994).

Précisant que la mortalité post-fixation est trés souvent sous-estimée, Gosselin et
Qian (1997) validérent son impact au cours des 4 mois succédant la fixation et confirmerent
qu’en tant qu'agent de pression démographique, elle influence fortement 1’dge de maturité
sexuelle, surtout chez les invertébrés benthiques a maturation rapide (<45 jours). De
surcroit, il est primordial de considérer le développement larvaire et post-larvaire comme
un continuum plutdt qu’une succession d’étapes distinctes puisqu’un événement stressant
de la vie larvaire (tel que le retard de métamorphose) peut avoir des conséquences
ultérieures, au cours de la vie post-métamorphique (Pechenik & Cerulli 1991, Pechenik et
al. 1993, Pechenik et al. 1998, Qian & Pechenik 1998, Marshall et al. 2003). Pechenik
(2006) parle alors « d’effet latent » pour décrire tout phénomene originaire de la phase

larvaire qui ne s’exprime que chez les post-larves ou les adultes.



2. LES GRANDES THEORIES DU RECRUTEMENT

L’ensemble des hypothéses émises quant au déterminisme du recrutement d’especes
possédant une phase larvaire est issu des travaux pionniers de Johan Hjort (1869—-1948).
Cet océanographe norvégien fut le premier a se pencher sur les mécanismes controlant le
recrutement des especes de I’icthyofaune. Dans sa théorie de la « période critique », cet
auteur part du postulat, qu’outre la prédation, les larves deviennent vulnérables a la famine
lors du passage de 1’endo- a 1’exotrophie. Il suppose que le succeés du recrutement est
déterminé par la présence de proies lors de la premiére alimentation (Hjort 1914). Dans sa
théorie du «transport », Hjort relie le succes du recrutement aux mécanismes de
dispersion/rétention larvaire dans un systeme hydrographique. Dans la version originale de
I’hypothese, Hjort (1926) énonce qu’une advection des larves de poissons démersaux au-
dessus des grands fonds entraine une mortalité massive lors de la métamorphose. Cet auteur
part alors du postulat que plus les larves grossissent rapidement lors de cette période de
vulnérabilité intense, meilleur sera le recrutement. Considérant que la rétention/dispersion a
I’intérieur ou vers une zone hydrographique favorable constitue un pré-requis pour une
croissance larvaire optimale, Hjort souligne I’importance des conditions trophiques et de la

variabilité¢ des courants océaniques pour le recrutement des larves de poissons.

Un demi siécle plus tard, Harden-Jones (1968) remet a jour la théorie du « transport »
et précise que les stratégies de reproduction permettent d’associer la dispersion larvaire a
des systémes hydrographiques annuellement récurrents, qui conduisent les larves dans des
zones ou la production de proies est favorisée. Lorsque ces patrons récurrents sont
perturbés, les larves risquent d’étre entrainées vers des régions ou la production biologique
est inadéquate. Quelques années plus tard, David Cushing (1972) ¢labore une version
temporelle de cette derniére théorie en émettant 1’hypothése du « match/mismatch », qui
assume que le succes de recrutement repose sur les variations interannuelles dans le
synchronisme entre le cycle de production de la ressource trophique et celui des

consommateurs.



Rapidement, cette premicre version fut mise a jour, en intégrant le fait que des
conditions sous-optimales de nutrition n’entrainent pas nécessairement la mort par inanition
(Cushing & Harris 1973, Anderson 1988, Cushing 1990, Cushing & Horwood 1994). La
théorie du « match/mismatch » a été confirmée a différents niveaux trophiques et a diverses
échelles spatiales. Cette hypothese a été le plus souvent appliquée pour expliquer la relation
entre 1’ichtyofaune et le zooplancton (Fortier & Gagne 1990, Gotceitas et al. 1996, Johnson
2000, Beaugrand et al. 2003), mais elle fut aussi validée chez les invertébrés marins (Bos et
al. 2006a, Ouellet et al. 2007). Au sein d’un réseau trophique, un tel phénomene est
susceptible d’affecter les différents échelons de 1I’écosysteme (Durant et al. 2005, Durant et
al. 2006, Malzahn et al. 2007) et les facteurs environnementaux, comme le climat,
influencent la phénologie de la faune marine et donc le synchronisme entre les cycles de

production (Edwards & Richardson 2004, Durant et al. 2007, Yang & Rudolf2010).

A la méme période, Reuben Lasker énonce la théorie de «I'Océan stable» (1975,
1978) dans laquelle il soutient que 1’agrégation des proies facilite la nutrition des larves en
réduisant I’effort de quéte alimentaire. Dans ce cas, les conditions hydrodynamiques
constituent le facteur déterminant la nutrition et la survie larvaire. En perturbant la structure
spatiale des proies, un brassage vertical (dii au vent par exemple) réduirait 1’efficacité
d’alimentation des larves. Néanmoins, un minimum de mélange est essentiel a I’upwelling
des nutriments nécessaires au soutien de la production primaire. L’alternance de stabilité et
de mélange vertical au cours de la saison de reproduction d’une espeéce apparait donc
optimale pour la nutrition et la survie. Ce phénomene est d’ailleurs démontré a 1’échelle
spatiale avec le concept d’ergocline de Legendre & Demers (1985). Peu de temps apres,
Rothschild & Osborn (1988) suggeérent que c’est la force du mélange qui est discriminante,
car un mélange vertical facilite également la nutrition en augmentant la probabilité de

rencontre entre les larves et leurs proies.

A I’encontre des hypotheses trophiques, Iles & Sinclair (1982) proposent 1’hypothése
de la « rétention larvaire », qui stipule que 1’exportation des larves hors de leur ‘territoire’

constitue une perte seche pour les populations indigenes. Sinclair (1988) précise cette



théorie et suggere que la force d’une classe d’dge dépend essentiellement du nombre de
larves retenues dans les limites du systeme hydrographique et non de processus trophiques.
Il propose ainsi I’hypotheése du « member/vagrant » qui serait applicable pour I’ensemble
des especes et des systemes hydrographiques. A cet égard, la synthése des nombreuses
données acquises sur la balane Semibalanus balanoides atteste de la validité des hypotheses

de transport a 1’échelle régionale (revue de Gaines & Bertness 1992).

L’ensemble des grandes hypothéses relatives au recrutement sont issues des
recherches menées au cours du siecle dernier, par le Conseil International pour
I’Exploration de la Mer (CIEM, ou ICES en anglais) sur les grandes pécheries de hareng.
L’historique des interprétations émises quant a la régulation des populations refléte la
robustesse des paradigmes scientifiques, suggérant alors que les avancées en science du
recrutement marin reposent d’avantage sur la résistance scientifique aux nouvelles idées
telle qu’énoncée par Kuhn que sur la réfutabilité scientifique proposée par Popper (Sinclair

2009).
3. FACTEURS INFLUENCANT LE RECRUTEMENT DES INVERTEBRES BENTHIQUES

L’étude du recrutement et de la dynamique des populations s’avére étre trés complexe
puisque ces processus sont sous le controle d’une multitude de facteurs, qui agissent a
différentes échelles spatio-temporelles, et dont les effets peuvent interagir. Contraints par
des aspects pratiques et logistiques, les spécialistes du recrutement doivent choisir entre des
méthodes soit trop réductionnistes (se focalisant sur une étape ou un mécanisme particulier)
soit trop simplistes (nécessitant une simplification des processus pour élaborer des modeles

statistiques trés complexes) pour obtenir une certaine compréhension du recrutement

(Pineda et al. 2009).

Le passage de la vie pélagique a la vie benthique est 1’étape critique du recrutement
pendant laquelle la présence de larves dans la colonne d’eau constitue un pré-requis pour la
fixation. Pourtant, la relation entre 1’abondance larvaire et la quantité¢ d’individus fixés est

loin d’étre évidente : les auteurs décrivent souvent un découplage pélago-benthique (Miron



et al. 1995) dont la principale source identifiée est le comportement de 1’espéce étudiée
(Pineda et al. 2010). Ainsi, le recrutement des invertébrés benthiques repose sur 1’action
d’une grande variét¢ de facteurs, biotiques et abiotiques, qui régulent le stock (abondance),
mais aussi le comportement des stades péri-métamorphiques (larves et post-larves). La liste
des facteurs dressée ci-apres est trés générale (Figure 2) et n’a pas la vocation d’étre

exhaustive puisqu’elle varie d’une espece a 1’autre.
Facteurs de régulation des populations
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Figure 2: Facteurs influengant le succes de recrutement

Bien sir, le succés de la reproduction est la condition sine qua non pour qu’une
population puisse se renouveler. Les processus reproductifs opérant lors de la phase
benthique adulte sont donc les premiers facteurs qui influencent le recrutement, puisqu’ils
ont un impact fondamental sur la distribution et 1’abondance larvaire (Hugues 2000).
L’étude de la reproduction implique la prise en compte de multiples paramétres, endo- et
exogenes, qui régulent la maturation des gametes, mais aussi leur émission et leur
probabilit¢ de rencontre chez les espéces a fécondation externe. Ces aspects ne sont pas
détaillés dans la présente é¢tude qui se concentre uniquement sur les phases larvaire et post-
larvaire.

Parmi les facteurs abiotiques, 1’hydrodynamisme est un facteur primordial pour la

dynamique des populations des animaux marins benthiques car il influence 1’advection des
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larves (Incze et al. 2000), le contact avec le substrat dans la couche limite benthique
(Eckman 1983, Butman 1987) et donc le succes de recrutement (Archambault & Bourget
1999). A I’échelle d’un site de fixation, la force du courant affecte aussi la structure des
populations en agissant directement sur le détachement des individus fixés (Alfaro 2005,
Alfaro 2006, Olivier & Retiére 2006). De plus, tout événement hydrodynamique
susceptible de modifier la structure sédimentaire peut fortement influencer la survie et la
distribution des espéces de substrat meuble (Hall 1994) et ce, particulierement aprés la
fixation. A micro-échelle, les conditions d’écoulement en couche limite de fond (a
I’interface eau-substrat) conditionne la sélectivité de 1’habitat (Mullineaux & Butman 1991,
Mullineaux & Garland 1993, Harvey & Bourget 1997, Qian et al. 1999). Ainsi, la forme du
substrat affecte le taux de fixation puisqu’elle modifie les patrons hydrodynamiques locaux
(Rittschof et al. 2007). A cet égard, de nombreuses études ont démontré que les substrats
filamenteux sont propices a la fixation des jeunes recrues (Eyster & Pechenik 1987, Harvey
& Bourget 1997, Bourget & Harvey 1998, Dobretsov & Miron 2001). De plus, la
température et la salinité sont deux parametres majeurs influengant la croissance, la survie
(Hrs-Brenko & Calabrese 1969, Lough 1974, Incze et al. 1980, Pechenik 1990) et le
comportement larvaire (Bayne 1965, Beaumont & Budd 1982). La gamme de tolérance
thermo-haline est variable d’une espéce a 1’autre et ces facteurs environnementaux sont
déterminants pour le métabolisme des organismes (Rico-Villa et al. 2009, Ben Kheder et al.
2010a, Rayssac et al. 2010). Finalement, les concentrations en oxygeéne et en polluants sont
¢galement susceptibles d’affecter le recrutement en agissant sur le métabolisme, la

croissance et la métamorphose (Widdows 1991, Alfaro 2005).

Parmi les facteurs biotiques, la prédation est souvent le premier paramétre envisagé
car son impact sur le succes de survie semble considérable a toutes les étapes du
recrutement. Une récente étude suggere d’ailleurs que la variabilit¢ de 1’abondance des
adultes fluctuerait d’avantage en fonction de la prédation qu’en fonction du recrutement
(Rilov & Schiel 2011). Néanmoins, bien que la prédation des premiers stades benthiques
est largement admise et bien documentée (Osman & Whitlatch 1995, 2004, Miron et al.

2005), celle des stades planctoniques est beaucoup moins reconnue puisqu’il est trés



difficile d’en mesurer les effets qui dépendent de I’hydrodynamisme et de 1’échelle spatiale
de dispersion (revue de Pineda et al. 2010). Décrite chez quelques especes (Young &
Gotelli 1988), la prédation des stades pré-métamorphiques est bien souvent reliée a de
I’alimentation non-sélective (par ex. les filtreurs), plutdt qu’a de la prédation au sens strict,
qui implique la mise en place de stratégies de capture. Dans ce sens, les individus
pélagiques sont donc menacés par toute espece planctophage qui est souvent, par voie de
fait, cannibale (Davenport et al. 2000, Navarrete & Wieters 2000) méme si certains auteurs

ont montré que le cannibalisme s’avere tres limité (Tamburri et al. 2007).

Les relations inter- et intra-spécifiques sont aussi des facteurs biotiques importants
pour le succés de fixation, qui agissent sur le comportement via des phénomenes de
compétition et de facilitation/inhibition. Une importante compétition peut intervenir au
cours de la vie post-larvaire pour I’espace disponible (Erlandsson & McQuaid 2004,
Erlandsson et al. 2005), mais aussi pour I’accés a une ressource trophique. Aussi, la
présence d’une espece peut faciliter (Bruno et al. 2003) mais aussi inhiber 1’installation
d’une autre espéce en modifiant la structure physico-chimique de I’habitat (Graf 1992,
Jones et al. 1994) et/ou en sécrétant des substances chimiques (Clare 1996, Fusetani 2004).
Dans le cas des relations intra-spécifiques, une attraction des larves par les adultes est
généralement constatée (revue de Pawlik 1992). L’étude du chimiotactisme se rapporte
souvent au biofilm, particuliecrement bactérien, qui affecte considérablement le
comportement de fixation des larves (revue de Hadfield 2011). Bien sir, la réponse des
jeunes individus aux signaux issus du biofouling dépend de I’espece étudiée ainsi que de
I’age, de la composition et de 1’activité¢ métabolique du biofilm (Satuito et al. 1995, Keough
1998, Wieczorek & Todd 1998). Dans un contexte écosystémique, il est important de
considérer I’ensemble des membres d’une communauté, puisqu’une relation particuliere
entre deux especes est susceptible d’affecter celle(s) qui existe(nt) avec d’autres especes

(effets indirects, Menge 1995).

Enfin, la disponibilité¢ de la ressource trophique semble pouvoir influencer le succés

de recrutement chez certains groupes taxonomiques a phase larvaire planctotrophique
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(Olson & Olson 1989). Néanmoins, une restriction alimentaire est susceptible d’affecter les
performances larvaires sans pour autant conduire a la mort (Bos et al. 2007). En réalité, les
dommages liés au jeline semblent ne pas affecter la période larvaire et s’expriment
uniquement chez les post-larves, qui présentent souvent des taux de croissance et de survie
réduits : c’est le principe « d’effet latent » cit¢ précédemment (Pechenik et al. 1996a,
Pechenik et al. 1996b, McEdwards & Qian 2001). Reflet du métabolisme, I’état
physiologique des jeunes individus dépend de leurs caractéristiques génétiques (Innes &
Haley 1977, Myrand et al. 2002) et surtout des conditions biotiques et abiotiques

auxquelles ils sont soumis (Pechenik et al. 1990, Pernet et al. 2007).

Chez les larves planctotrophes, la condition physiologique est donc intimement liée
aux conditions trophiques qui déterminent les réserves énergétiques larvaires dont
dépendent le succes de métamorphose, mais aussi et surtout la performance des post-larves
(Phillips 2002, Thiyagarajan et al. 2005). Les conditions trophiques et physiologiques sont
donc deux facteurs biotiques primordiaux pour le succés de recrutement d’une espeéce
puisqu’ils ont une influence directe sur 1’abondance des jeunes recrues (Gosselin & Qian
1997) et 1’état physiologique des larves est d’autant plus important qu’il affecte aussi le
comportement, particulierement lors de la phase de prospection de 1’habitat (Bayne 1983,

Pernet et al. 2003b).

4. QUALITE DE LA RESSOURCE TROPHIQUE ET RECRUTEMENT DES LARVES

PLANCTOTROPHES

Majoritairement composés d’acides gras (FA), les lipides sont la mati¢re grasse des
étres vivants : matériaux essentiels a la formation des cellules et tissus chez les animaux, ils
constituent aussi leur source principale en énergie métabolique (Bergé & Barnathan 2005).
Les especes, pour lesquelles I’'investissement parental est réduit, ont une phase larvaire
planctotrophique, dont le bon déroulement dépend de la valeur nutritive de la ressource
trophique (Widdows 1991). Les besoins nutritionnels des larves sont non seulement

caractérisés par la quantité, mais aussi par la qualit¢ des aliments (Baldwin & Newell



1995), puisque le contenu et la composition lipidique des larves sont des facteurs critiques
pour leur développement et leur fixation (Jonsson et al. 1999). Ainsi, la présente étude se
concentre sur la qualit¢ de la ressource trophique qui, modulant les conditions
physiologiques des larves, influence indirectement les abondances et le comportement des

stades péri-métamorphiques lors du recrutement.
Les besoins nutritionnels

Des processus importants du développement tels que la fécondation, la flottabilité ou
la fixation-métamorphose sont dépendants du contenu en lipides (Harii et al. 2007). Les
lipides sont regroupés en plusieurs grandes classes dont les deux principales sont
généralement : les phospholipides (PhL) et les triacylglycérols (TAG). Les PhL ont un rdle
structural majeur puisque ce sont les matériaux de base des membranes plasmiques
cellulaires (Lee et al. 2006). Les TAG constituent I’énergie primaire de réserve chez les
larves (Holland 1978, Waldock & Holland 1978, Gallager et al. 1986, Delaunay et al.
1992). Considéré comme un bon indice de la qualité larvaire (Fraser 1989), le contenu en
TAG est positivement reli¢ a la survie, au comportement de prospection de 1’ habitat, mais
aussi au succes de fixation et de métamorphose (Thiyagarajan et al. 2002, Pernet et al.
2004, Tremblay et al. 2007). La réorganisation tissulaire qu’imposent les modifications
morphologiques lors de la métamorphose est en effet trés consommatrice en énergie. Le
succes du recrutement dépend donc de 1’accumulation de réserves énergétiques endogenes,
résultat de I’histoire trophique de la larve, afin de soutenir cette étape (Pernet et al. 2003a).
En plus de la teneur en grandes classes de lipides, la composition en FA constitue un autre

indicateur de 1’état physiologique (Leonardos & Lucas 2000).

Les animaux peuvent biosynthétiser des acides gras saturés (SFA) et monoinsaturés
(MUFA), mais cette capacité est trés limitée pour les acides gras polyinsaturés (PUFA). En
effet, I’absence d’enzymes spécifiques (désaturases Al12 et Al5; Figure 3a) empéche la
biosynthése de novo des acides linoléiques (18 :2w-6, LA) et a-linoléniques (18 :3w-3,

LNA) qui sont des précurseurs (intermédiaires métaboliques) de PUFA a 20 et 22 carbones
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(Figure 3b) dont I’importance est démontrée depuis une trentaine d’années chez les
animaux (de Moreno et al. 1976). Possédant ces enzymes, les végétaux sont les seuls
producteurs de LA et LNA (Dalsgaard et al. 2003) qui sont considérés comme essentiels au
sens strict du terme (Innis 2005). Provenant uniquement de 1’alimentation, ces FA sont
considérés comme nécessaires a la survie et la croissance (Sargent et al. 1995). Les LA et
LNA peuvent, via des mécanismes d’¢longation et de désaturation, étre métabolisés en
PUFA (Das 2006), tels que les acides -eicosapentanoiques (20:5 -3, EPA),
docosahexaenoiques (22:6 -3, DHA) et arachidoniques (20:4®-6, AA ; Figure 3b).

Bien qu’elle soit largement démontrée chez les animaux terrestres, cette capacité
d’¢longation et de désaturation des précurseurs en EPA, DHA et AA est limitée chez les
animaux marins et considérée comme inexistante chez les bivalves (Marty et al. 1992,
Delaunay et al. 1993, Soudant et al. 1998, Glencross 2009). Ces PUFA (EPA, DHA et AA)
sont ¢galement considérés comme des acides gras essentiels (EFA) pour la croissance et la
survie des animaux marins. Leur importance a ét¢é démontrée a de multiples reprises pour
assurer la croissance larvaire, la fixation et le développement post-larvaire des bivalves
(Langdon & Waldock 1981, Delaunay et al. 1993, Soudant et al. 1998, Labarta et al. 1999,
Pernet & Tremblay 2004, Pernet et al. 2005, Gagné et al. 2010). Récemment, Parrish
(2007) a suggéré que 1’acide docosapentanoique (22:5 -6, DPA) peut étre aussi considéré
comme essentiel au développement larvaire. Chez les invertébrés benthiques, le controle
métabolique de la composition en FA repose majoritairement sur une incorporation
sélective des FA alimentaires plutét que sur la métabolisation de précurseurs (Marty et al.
1992) puisque ce processus est trop faible pour assurer des niveaux élevés en FA (Delaunay

etal. 1993).
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Figure 3: Patrons de biosynthése des acides gras chez les producteurs primaires.
Extrait et adapté de Dalsgaard et références incluses (2003). A) Détail des enzymes désaturases
présentes chez les animaux et les plantes inférieures et de leur action sur un acide gras (18 :0);
B) Patrons de biosynthése des acides gras essentiels chez les algues marines, tels que LA :
acide linoléique, LNA: acide o-linolénique, AA : acide arachidonique, EPA: acide

eicosapentanoique, et DHA : acide docosahexaenoique.

En intégrant les phospholipides membranaires, les EFA et particuli¢rement le DHA
ont un role structural important dans le maintien de 1’intégrit¢ fonctionnelle des membranes
biologiques (Delaunay et al. 1993, Hazel 1995, Soudant et al. 1998) qui sont de véritables
« pacemakers » du métabolisme (Hulbert & Else 1999). Modulant I’activité moléculaire, la

composition en FA membranaire influence indirectement le métabolisme de base (Hulbert
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& Else 2005). De plus, les EFA et particulicrement I’EPA et ’AA assurent un role
métabolique, en tant que précurseurs d’eicosanoides, un groupe d’hormones a forte activité
biologique (Howard & Stanley 1999, Smith & Murphy 2003). L’ AA semble aussi jouer un
role fonctionnel pour la reproduction (Hurtado et al. 2009), I’immunité (Delaporte et al.
2006) et la dégradation des tissus larvaires (Pernet et al. 2005). Ainsi, les phases de
fixation-métamorphose et de développement post-larvaire peuvent étre compromises si les
larves compétentes n’ont pas accumulé suffisamment d’énergie et/ou d’EFA au cours de
leur développement. Les PUFA a longues chaines carbonées (tels que les EFA) sont des
¢léments nutritionnels clefs déterminant pour la production secondaire (Brett & Muller-

Navarra 1997)

La qualité de la ressource trophique

Chez les especes dont les larves sont planctotrophes, les besoins énergétiques requis
pour la fixation-métamorphose et le développement des jeunes post-larves sont assurés par
les réserves énergétiques accumulées lors de la phase larvaire (Videla et al. 1998, Phillips
2002, Pernet et al. 2004, Phillips 2004). La valeur nutritive de la ressource trophique
(estimée via le taux de croissance larvaire) est caractérisée par sa digestibilité, son contenu
en métabolites toxiques, mais aussi et surtout par sa composition biochimique. En détaillant
I’importance relative des composants chimiques du phytoplancton pour 1’¢élevage des larves
de bivalves, Webb et Chu (1983) ont souligné I’importance du contenu en lipides, et
particuliérement du taux en PUFA, pour la croissance larvaire. Une corrélation positive a
ainsi été démontrée a plusieurs reprises entre le taux de croissance des larves d’huitres et le
contenu en EPA et DHA dans la ressource trophique (Langdon & Waldock 1981, Enright et
al. 1986b, a). Globalement, une ressource trophique riche en EPA, DHA et AA assure le
bon développement de jeunes individus (Utting & Millican 1998, Wacker et al. 2002) dont
le contenu lipidique est fortement influencé par 1’alimentation (Whyte et al. 1989, Whyte et
al. 1991, Delaunay et al. 1993, Soudant et al. 1996, Farias et al. 2003, Nevejan et al. 2003,
Pernet et al. 2005). La qualité de la ressource trophique (composition biochimique) est donc

un facteur primordial susceptible d’influencer la croissance et la survie larvaire, la fixation-



métamorphose, mais aussi le développement post-larvaire. Dans un modele de production
planctonique intégrant la qualité¢ du phytoplancton, Perahr et Arhonditsis (2009) ont montré
que du phytoplancton de bonne qualité stabilise les écosystemes planctoniques tout en leur
assurant une bonne capacité de résilience: de fortes biomasses zooplanctoniques
maintiennent une production phytoplanctonique de base et les détritus algaux constituent
une bonne ressource alternative pour les brouteurs lorsque les conditions sont limitantes

pour le phytoplancton.

La disponibilit¢ de la ressource trophique influence la composition lipidique des
organismes marins (Fernandez-Reiriz et al. 1999, Delaporte et al. 2005, Narvaez et al.
2008) dont le contenu en PUFA varie beaucoup plus dans le temps que dans 1’espace
(Ventrella et al. 2008). Par exemple, la concentration en PUF A augmente considérablement
en ¢té, lorsque le phytoplancton domine la ressource trophique (Freites et al. 2002a). La
valeur énergétique de la ressource trophique dépend aussi de la composition taxonomique
du plancton puisque la composition en FA varie d’une espéce a I’autre (Volkman et al.
1989, Parrish et al. 1991, Viso & Marty 1993, Servel et al. 1994). Les autotrophes, tels que
les diatomées ou les flagellés, contiennent des taux en PUFA et EFA bien plus ¢élevés que
les hétérotrophes (Sargent et al. 1999, Pernet et al. 2003c, Shin et al. 2008). Ainsi, les FA
constituent de véritables biomarqueurs des groupes taxonomiques contenus dans la
ressource alimentaire (marqueurs trophiques; revue de Dalsgaard et al. 2003). Par exemple,
I’EPA est typique des diatomées (Napolitano et al. 1997), le DHA et I’AA sont
caractéristiques des dinoflagellés (Wilson et al. 2010) et les FA a nombre impair d’atomes
de carbone sont spécifiques des bactéries (Rezanka & Sigler 2009). Toutefois, la
caractérisation de la ressource via I’étude des marqueurs trophiques (FATM) peut s’avérer

fastidieuse car un méme FA peut €tre associ¢ a plusieurs types d’organismes (Tableau 1).
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Tableau 1: Liste des acides gras marqueurs trophiques (FATM)

FATM Références
Bacteria
acides gras impaires Wakeham (1995), Pranal et al. (1996), Budge& Parrish
ou branchés (OBFA) (1998), Budge et al. (2001), Rezanka& Sigler (2009)
15:01, 15:0ai, 17:0i et 1 7:0ai Viso& Marty (1993), Stevens et al. (2004a)
15:0,17:0 Parkes& Taylor (1983), Rezanka& Sigler (2009)
17:1 Rezanka& Sigler (2009)

16:1®-7 (bactéries et cyanobactéries)

Wakeham (1995), Desvilettes et al. (1997)
Perry et al. (1979), Parkes& Taylor (1983), Kharlamenko et

18:10-7 al. (1995), Budge& Parrish (1998), Mayzaud et al. (2000),
Meziane& Tsuchiya (2000)
Phytoplancton
PUFA Volkman et al. (1989)
18:4m-3 Graeve et al. (1994b)
Diatomées
14:0 Napolitano et al. (1997)
Ackman et al. (1968), Volkman et al. (1989), Viso& Marty
16107 (1993), Graeve et al. (1994a), Napolitano et al. (1997),

16:10-7 + 18:1 -7

Budge& Parrish (1998), Kharlamenko et al. (1995), Shin et
al. (2008), Biandolino et al. (2008)
Graeve et al. (2001), Nelson et al. (2001), Auel et al. (2002)

16:4m-1 Napolitano et al. (1997)
Kharlamenko et al. (1995), Napolitano et al. (1997), Pond et
20:50-3 (EPA) al. (1998) (1995), Nap (1997)
C20 PUFA Wilson et al. (2010)
Dinoflagellés
18:0 Napolitano et al. (1997)
18:10-9 Napolitano et al. (1997)
C18 PUFA Wilson et al. (2010)
18:403 Napolitano et al. (1997), Mansour et al. (1999), Biandolino et
' al. (2008)
20:40-6 (AA) Wilson et al. (2010)
C22 PUFA Wilson et al. (2010)

22:6w-3 (DHA)

Joseph (1975), Wilson et al. (2010)

Diatomées vs dinoflagellés

16:1/16:0 (élevé = diatomées)
20:50-3 /22:6m-3 (élevé = diatomées)

Jeffries (1970), Graeve et al. (1994b), Cripps et al. (1999),
Nelson et al. (2001), Auel et al. (2002), Wilson et al. (2010)
Nelson et al. (2001), Phleger et al. (2002)

Flagellés

16:0

Dunaliella tertiolecta
18:3w-3 et 18:4®-3

Sargent& Whittle (1981), Virtue et al. (1993), Biandolino et
al. (2008)

Chu et al. (2008)
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Protozoaires
20:40-6 (AA) Howell et al. (2003)
Copépodes
20:10-9 Sargent& Henderson (1986), Kattner et al. (2003)
22:1w-11 Wilson et al. (2010)
20:4w-6 (AA) Stevens et al. (2004b)
Matiére terrestre
18:20-6 Napolitano et al. (1997)
18:2mw-6 + 18:3w-3 (>2.5) Budge& Parrish (1998), Budge et al. (2001)
Détritus
SFA Fahl& Kattner (1993)
14:0,14:1,18:0 et 18:1 Freites et al. (2002b)
14:0 et 16:0 Perry et al. (1979)
14:0,16:0 et 18:0 Galap et al. (1999)

Régime alimentaire carnivore

Knox (1986), Falk-Petersen et al. (1998), Cripps& Atkinson

18:10-9 (2000), Nelson et al. (2001), Falk-Petersen et al. (2002),
Phleger et al. (2002)
18:10-9 /18:10-7 (élevé) Graeve et al. (1997), Auel et al. (2002)

Knox (1986), Falk-Petersen et al. (1998), Falk-Petersen et al.

20:10-9 (2002), Bachok et al. (2003)

Régime alimentaire omnivore

14:0et 16:0 Graeve et al. (1994b)

PUFA : acides gras polyinsaturés; EPA : acide eicosapentanoique; AA : acide arachidonique; DHA : acide
docosahexaenoique; SFA : acides gras saturés.

En contradiction avec ce qui est classiquement démontré, certains auteurs ont observé
des taux non-négligeables d’EFA chez des protistes hétérotrophes (Veloza et al. 2006, Chu
et al. 2008), suggérant alors que ces organismes ont la capacité de biosynthétiser de novo
ces PUFA (Lund et al. 2008, Bec et al. 2010). De telles découvertes renforcent le besoin de
réviser le paradigme selon lequel les microalgues constitueraient les producteurs principaux
de PUFA (Nichols 2003). Il apparait donc fondamental de suivre la qualité lipidique de la
ressource trophique dans les études traitant du recrutement (Vargas et al. 2006). Au cours
de la derniere décennie, Cunnane (2000, 2003) critiqua I’utilisation du terme « essentiel »
et proposa la formulation « conditionnellement indispensable » afin d’améliorer la
compréhension actuelle de la fonction et du métabolisme des PUFA. Selon lui, 1’utilisation

du premier terme conduirait a se focaliser uniquement sur certains FA (tels que EPA, DHA
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et AA) tout en négligeant 1’étroite relation qui existe avec les autres FA et la variabilité¢ du
caractére indispensable de certains FA en fonction de 1’organe étudié. De plus, la majorité
des études traitant de I’importance des EFA sont conduites en laboratoire, avec des

conditions trophiques radicalement différentes de celles observées sur le terrain.

En milieu naturel, la ressource trophique est trés souvent limitée, fournissant aux
larves I’énergie nécessaire au maintien de leur métabolisme de base sans pour autant
atteindre des taux de croissance optimaux (Bos et al. 2006b). D’un point de vue lipidique,
les organismes montrent des profils en PUFA -3 beaucoup plus homéostatiques en milieu
naturel qu’en laboratoire, ou la nourriture est en excés (Muller-Navarra 2006). Certaines
¢tudes ont méme suggéré le role négligeable des EFA classiques a partir de travaux menés
en milieu abyssal ou la production autotrophe est nulle (Pond et al. 1998, Saito 2007,
2008). En effet, les animaux marins ont la capacité de biosynthétiser de novo des PUFA
particuliers (Figure 4): les FA non-méthyléne interrompus (NMI; Ackman & Hooper 1973,
Paradis & Ackman 1977, Zhukova 1986, Barnathan 2009) qui pourraient constituer des
PUFA alternatifs lors d’une déficience en EFA (Klingensmith 1982, Zhukova et al. 1992,
Pernet et al. 2006b). Cette hypothese relativise I'importance de I’EPA, le DHA et ’AA
dont le caractere inconditionnellement essentiel au développement des organismes

aquatiques est encore largement admis (Glencross 2009).

5. LE RECRUTEMENT CHEZ LA MOULE BLEUE

La moule bleue, Mytilus edulis (Linné, 1758), est un mollusque bivalve
(lamellibranche) épibenthique appartenant a la famille des Mytilidés. Cette espéce boréale-
tempérée (Seed 1976) a une aire de répartition trés vaste puisqu’elle est présente au sud de
I’océan Arctique et au nord des océans Atlantique et Pacifique. Sur la cote Est américaine,
ses populations se distribuent du Labrador a la Caroline du Nord (Wells & Gray 1960).
Typique des eaux marines coticres (littorales et sublittorales; < 99 m), Mytilus edulis a déja
¢été recensée dans des eaux plus profondes et donc plus froides (100-499 m; Theroux &

Wigler 1983).
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Figure 4: Patron de biosynthése des acides gras chez les herbivores.
Extrait et adapté de Dalsgaard et références incluses (2003), et de Zhukova (1991) pour la
synthése des acides gras NMI (non-méthylés interrompus).

La moule bleue est une espece semi-sessile qui vit attachée a un substrat fixe par des
filaments byssaux composés de protéines et de collagéne (byssus; Waite et al. 1998, Waite
& Qin 2001), mais qui peut se détacher et réaliser des mouvements limités (Seed 1969)
dans un contexte d’auto-organisation (van de Koppel et al. 2008). La moule bleue est une
espece ovipare dioique a fécondation externe. Des cas d’ hermaphrodisme ont toutefois déja
été¢ observés (Seed 1976). L’émission des gametes dans la colonne d’eau est synchrone
entre les males et les femelles afin d’optimiser leur rencontre (Newell 1989). La période de
reproduction est variable d’une population a I’autre et la disponibilité en nourriture semble
étre le facteur prédominant dans la régulation des cycles de reproduction : leur régularité
interannuelle serait reliée aux facteurs influencant la production phytoplanctonique (Newell

etal. 1982).

Chez Mpytilus edulis, le cycle de développement larvaire dure classiquement
3-4 semaines. A 18 °C, le taux de croissance est de 12 um par jour, mais il n’y a pas de
relation entre la longueur de la coquille et 1a masse des tissus (Widdows 1991). La phase

larvaire s’achéve par la métamorphose en post-larves, qui se développe ensuite en juvénile.
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Le passage a la vie adulte (premiere reproduction potentielle) peut intervenir dés 1’age de
1-2 mois, lorsque les individus atteignent 15-20 mm (Suchanek 1981). Le cycle de
développement de M. edulis est détaillé dans les sections suivantes qui synthétisent
principalement les informations issues de la revue de littérature rédigée par Lutz & Kennish
(1992), mais aussi des travaux du biologiste Brian Bayne, un des chercheurs qui a le plus
contribué a la description de cette espece et a la compréhension des mécanismes impliqués

dans son cycle de vie, particuliérement lors de la phase larvaire (p.ex. 1976).
Le cycle de développement larvaire

Le cycle de vie de M. edulis débute par une phase larvaire planctonique comportant
une phase lécithotrophe, a laquelle se succedent une phase de croissance puis une phase de
fixation. Le cycle de développement de M. edulis est schématisé dans la Figure 5 et une
bréve description anatomique est présentée pour plusieurs stades de développement dans la
Figure 6. Au cours de la premiére phase, un embryon cilié se forme dans les heures qui
suivent la fécondation pour se différencier 24—48 heures plus tard en larve « trochophore ».
A ce stade, la larve est dotée d’un cil apical et d’un vélum (membrane ciliée développée
autour de la plaque apicale) qui lui permettent de nager. Lors de la phase de croissance, la
premiere coquille « prodissochonch I» est synthétisée par une glande située dans
I’ectoderme dorsal, et la larve est pourvue d’une bouche et d’un systeme digestif
fonctionnels. On parle alors de larves « véligeres » (100—120 um) qui peuvent se déplacer
et s’alimenter dans la colonne d’eau. La jeune larve véligére est nommée « D-véligére » en

raison de sa forme générale.

Rapidement, des glandes situées dans le manteau synthétisent un deuxi¢éme type de
coquille que des stries de croissance caractérisent : la « prodissoconh II ». En vieillissant, la
coquille se bombe vers 1’extérieur au niveau de la charni¢re formant ce que 1’on appelle un
«umbo » (140-150 um). Rendue a ce stade, la larve est appelée « umbo-véligere ». La
coquille continue a se déformer jusqu’a ce que la larve prenne une forme arrondie

(210-230 pm). Parallélement, le pied apparait (195-210 um) et se développe jusqu’a ce
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qu’il devienne fonctionnel (210-300 um), c'est-a-dire qu’il permette aux individus en
prospection de ramper sur le substrat, mais aussi de synthétiser des filaments de byssus afin
de se fixer. Quelques jours avant I’acquisition de la compétence pour la fixation, un ‘ceil’
photosensible (« eye-spot ») se développe sous la coquille, au milieu de chaque valve. La
taille a laquelle cet organe se forme est trés variable (220-260 pm) et serait dépendante

des contraintes environnementales (Wang & Widdows 1991).

100 - 120 um 140 - 150 pym

Cil apical Umbo

Velum /) D-Véligére \ L
. Coquille UlI’IbO-Vé]igél"ﬁ
24-48h Troch op hore prodissoconch 1 Coquille

/‘ prodissoconch 2

60 - 90 um

4-5h Embryon cilié Pédivéligere ;7594 m
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Figure 5: Cycle de développement de la moule bleue Myfilus edulis (L 1758).

F: fécondation; M: métamorphose.

La phase de fixation implique une acquisition de compétence qui classiquement
correspond a une taille moyenne de 260 um (Bayne 1965, McGrath et al. 1988). Toutefois,
cette taille a compétence est extrémement variable selon les auteurs et, a titre d’exemple,
Widdows (1991) la fixe a 300 um. Les larves sont alors nommées « pédivéligeres »
(Figure 6) (Carriker 1961) et sont caractérisées par un large vélum, un systeme digestif

rudimentaire (palpe cili¢, bouche, cesophage, estomac et intestin simple), un fin manteau
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(contenant des glandes sécrétrices de coquille), un systéme nerveux composé de trois
ganglions (cérébral, viscéral et pédal), un systeéme sensoriel (statocystes, plaque apicale et
eeil), quelques paires de filaments branchiaux et un pied (contenant des glandes sécrétrices
de byssus) (Bayne 1971). A ce stade, le pied joue un role fondamental puisqu’il permet la
mobilité et la fixation sur un substrat. Lane & Nott (1975) décrivent la présence de 9 sortes
de glandes qui sécrétent des molécules spécifiques telles un mucus facilitant la reptation ou

une colle permettant 1’adhésion du pied au substrat.

105 pm
Larves D-veligére, umbo-véligere et pédivéligére Larve pédivéligere agée
Extrait et traduit de Chanley et Andrews (1971) photo prise lors de la présente étude

Figure 6: Description anatomique des différents stades larvaires chez Mytilus edulis.
E =estomac, F=foie ou diverticule digestive, V= vélum, FA = flagelle apical, B=bouche,
RV =muscles rétracteurs du vélum, I=intestin, A= anus, AA=muscle adducteur antérieur,

P = pied, O = il pigmenté, FB = filaments branchiaux.

Le comportement pendant la phase larvaire

Toutes les larves de lamellibranches nagent selon une trajectoire hélicoidale, alternant
des phases de mobilisation active et de sédimentation passive. Propulsées par le battement
des cils marginaux du vélum, les larves peuvent, lorsque les conditions hydrodynamiques le
permettent, réguler leur position verticale dans la colonne d’eau et ainsi optimiser leur
alimentation. Une distribution agrégative des larves est d’ailleurs souvent mentionnée et
mise en relation avec la concentration de la ressource trophique. Raby et al. (1994) ont
démontré que les mouvements verticaux des pédivéligeéres sont associés a des phases

d’alimentation intensive qui interviennent surtout la nuit. Le jour, les larves seraient moins
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actives et les phases de sédimentation seraient plus longues et fréquentes. En fonction de
leur stade de développement, les larves répondent difféeremment aux facteurs
environnementaux tels que la lumiere, la gravité et la pression hydrostatique (Tableau 2;
Bayne 1963, 1964b), mais aussi la température. Globalement, 1’influence cumulée de ces
facteurs conduit a un changement ontogénique de la position verticale des larves dans la
colonne d’eau: les véligéres semblent se maintenir plus prés de la surface que les
pédivéligeres (Bayne 1976), méme si une migration de ces-derniéres vers la surface est
observée pendant la période de fixation (Dobretsov & Miron 2001).

Tableau 2: Sommaire des réponses comportementales a la lumiére, la

gravité et la pression chez les larves de Myfilus edulis.

Stade larvaire Stimuli environnementaux
Lumiére Gravité Pression

Trochophore 0 0 0
D-Veligere - 0 0
Umbo-Véligere +++ 0 +++
Larve oeillée ++ - +
Pédivéligere (nageant) —-— + 0
Pédivéligere (rampant) -—— —-— 0

0 : pas de réponse ; —: réponse négative ; + :réponse positive

Extrait et traduit de Bayne (1976).

Dans le pelagos, les larves pédivéligeres peuvent déployer leur pied et rétracter leur
vélum afin de chuter sur le fond ou elles commencent a ramper. Lorsque les conditions sont
favorables (voir la section suivante), les larves se fixent au substrat a I’aide d’un filament

byssal unique (Lane & Nott 1975) et amorcent leur métamorphose en post-larves.
La métamorphose et les facteurs impliqués

Bayne (1965) définit la métamorphose par les changements intervenant entre la
premiére sécrétion de byssus et la sécrétion d’une nouvelle coquille appelée « dissoconch »,
ce qui se produit environ 48 heures apres la fixation de la pédivéligére. Cette étape critique
du développement implique la désintégration du vélum par phagocytose (achevé

24-72 heures apreés la sécrétion du byssus), la formation des palpes labiaux et la
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réorientation des organes de la cavit¢ du manteau. Les coquilles prodissoconch II et
dissoconch ont une minéralogie différente : la premi€re est composée d’aragonite
homogene, alors que la seconde est constituée d’une mélange de calcite et d’aragonite
(Fuller & Lutz 1988). Une ligne de démarcation entre les deux coquilles est alors bien
visible chez les post-larves, constituant ainsi le critére d’identification primaire pour ce

stade post-métamorphique (Figure 7).

PEDI (325pum) POST (425 pm)
Binoculaire (4X) Microscope optique (10X)

Figure 7: Comparaison visuelle entre une larve pédivéligére et une post-larve de Mytilus edulis.
Pedi = pédivéligere, Post=post-larve, O=ceil pigmenté, F="foie, V=wvélum,

FB = filaments branchiaux, D = coquille dissoconch

Bayne (1976) utilise aussi le terme de « plantigrade » (qui marche sur la plante des
pieds) pour caractériser les jeunes post-larves qui, contrairement aux juvéniles, ont encore
la possibilité de se déplacer considérablement sur le substrat avec leur pied. Par définition,
les juvéniles ont les mémes caractéristiques que les adultes mais sont sexuellement
immatures. Selon Bayne (1965), la larve de moule planctonique descend vers le fond et
exprime des comportements pré-métamorphiques de prospection du substrat lors de la
phase de fixation. Les comportements de nage et de reptation avant la fixation sont
communs a I’ensemble des especes de bivalves. Bourget et al. (1994) suggerent que la
fixation résulte alors d’un choix actif du substrat. Le succes de fixation-métamorphose des
jeunes moules dépend de plusieurs facteurs physiques et biologiques (Hunt & Scheibling

1996), dont les principaux sont le chimiotactisme, le type de substrat et I’hydrodynamisme.
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La fixation et la métamorphose de moules du genre Mytilus dépendent de la
perception de signaux chimiques (Cooper 1982) secrétés par les différents organismes
benthiques présents sur le substrat prospecté, tels que : les macroalgues (Dobretsov 1999,
O'Connor et al. 2006, Dobretsov & Wahl 2008), le biofilm bactérien (Satuito et al. 1995,
Bao et al. 2007b) ou les individus con- et interspécifiques (Petersen 1984, von der Meden et
al. 2010). Bien que la relation entre 1’age du biofilm et le succes de fixation varie d’une
espece a 1’autre, celle-ci a toujours été reportée comme positive chez Mytilus (Bao et al.
2007a, Peteiro et al. 2007). En laboratoire, 1l a ét¢ démontré que la métamorphose peut étre
induite par des produits pharmaceutiques, des composés neuroactifs, des solvants
organiques et des chlorures de potassium ou d’ammonium (Satuito et al. 1999, Dobretsov
& Qian 2003, Yang et al. 2008), alors qu’elle peut étre inhibée par des enzymes protéiques
(Dobretsov et al. 2007). D’autre part, la nature et la topographie du substrat jouent un role
clé dans le succes de fixation-métamorphose : les larves de moule affectionnent les surfaces
rugueuses et mouillables (Dobretsov & Railkin 1996), mais aussi les formes filamenteuses
telles que les algues ou les filaments byssaux de moules adultes (Bayne 1965, Eyster &
Pechenik 1987, Dobretsov & Wahl 2001). Enfin, 1’agitation de 1’eau favorise leur succes de
fixation (Eyster & Pechenik 1987), Pernet et al. (2003a) démontrant une corrélation

positive avec les courants advectifs, centrifuges et turbulents.

Retard de la métamorphose et dérive post-larvaire

Lorsque les conditions rencontrées sur le substrat ne stimulent pas la métamorphose,
les larves compétentes ont la capacit¢ de décaler cette étape (retard ou "délay" de
métamorphose) en se remettant en suspension dans le plancton pour éventuellement
pouvoir tester un autre substrat. Les faibles températures sont également susceptibles
d’induire un retard de métamorphose chez les larves puisqu’il existe une corrélation inverse
entre la température et la taille de la coquille a métamorphose (Prodissoconch II), qui
pourrait ainsi constituer un indice paléoclimatique (Jablonski & Lutz 1980, Martel et al.
2000). Chez M. edulis, trois stades distincts de larves pédivéligéres ont été décrits pour

caractériser les modifications anatomiques qui ont lieu au cours du retard de
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métamorphose. La plus importante est la phagocytose progressive du vélum, qui commence
a dégénérer des que 1’individu atteint 320 pm (stade 2) et qui est totalement réduit chez les
individus de 330 um (Stade 3 ; Figure 8). Ceci implique une réduction progressive de
I’activité de nage et d’alimentation au cours du retard, de sorte que chez les larves
pédivéligeres agées, la maintenance prime alors sur la croissance. Ce processus permet
donc aux larves d’allonger la durée de leur vie pélagique jusqu’a 6 semaines
supplémentaires (Bayne 1976). La taille maximale pour une larve pédivéligere en retard de
métamorphose est treés variable selon les auteurs, puisqu’elle est comprise entre 330 et 405
um (Bayne 1965, Chanley & Andrews 1971, Flyachinskaya & Kulakovskiy 1992, Raby et
al. 1997).

Une fois la métamorphose terminée, les post-larves de moule bleue sont capables de
se remettre en suspension dans la colonne d’eau (Figure 5), par ce que I’on nomme la
‘dérive bysso-pélagique’ ("byssal drifting"; de Blok & Tan-Maas 1976, Sigurdsson 1976).
Pour ce faire, les post-larves sécrétent un filament byssal de dérive qui se distingue des
filaments d’attachement par une longueur supérieure et 1’absence de plaque terminale
d’adhésion et de structure interne (Lane et al. 1985). Les post-larves de moule auraient la
capacité de se remettre en suspension jusqu’a ce qu’elles atteignent une longueur de 1’ordre
de 2 mm, taille a partir de laquelle elles entameraient une vie benthique plus stricte.
Récemment, Shanks et Shearman (2011) ont montré, chez Mytilus spp., que les post-larves
en dérive bysso-pélagiques sont plus abondantes lors de la plongée des masses d’eau
("downwelling") que lors de la remontée ("upwelling"). Cela suggére une influence des

parametres environnementaux sur le taux de remise en suspension des post-larves.

De plus, un changement de comportement au cours de 1’ontogénie post-larvaire est
fréquemment évoqué pour expliquer la sélectivité du substrat (Seed 1969). Dans sa théorie
de fixations primaire et secondaire, Bayne (Bayne 1964a, Bayne 1976) décrit une affinité
particulicre des larves pour les substrats filamenteux telles les algues, puis une attirance
préférentielle des post-larves en dérive bysso-pélagique pour des surfaces plus adaptées a

une vie sédentaire, comme une mouliére par exemple.
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Figure 8: Modifications morphologiques d'une larve de Mytilus edulis au cours du retard de
métamorphose (Stades 1 a 3).
Traduit et adapté de Bayne (1965). O=ceil, AP = muscle adducteur postérieur,
FB = filament branchial, P =pied, PL=palpe Ilabial, B=bouche, V=wvélum,
AA=muscle adducteur antérieur, DD = divercule digestive, CB =conduit byssal,
VD = vélum en dégénération, VR = vélum réduit.
Courbes de croissance obtenues a 13 °C. A: le pied devient fonctionnel, B : la larve est
capable de se métamorphoser, C : le vélum commence a dégénérer, D : taille larvaire

maximale.
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Pourtant, la diversit¢ des scénarios observés en milieu naturel pousse a nuancer cette
hypothese (Petersen 1984, Fell & Balsamo 1985, McGrath et al. 1988, Reaugh et al. 2007)
tant et si bien que certains auteurs suggerent qu'un tel processus repose plus sur des
phénomenes stochastiques que sur un réel comportement de sélection (Caceres-Martinez et
al. 1994). Néanmoins, d’autres auteurs apportent des ¢léments qui confortent la théorie de
Bayne, tel qu’Erlandsson et al. (2008) qui démontrent un changement ontogénique du choix
du substrat chez les post-larves agées de Perna perna. Pour leur part, Dobretsov & Wahl
(2008) ont montré un phénomene €quivalent en rapport avec 1’hydrodynamisme en couche
limite benthique : les larves se fixeraient initialement dans des zones de faible courant pour

ensuite se redistribuer dans des secteurs ou 1’hydrodynamisme serait plus intense.

L’alimentation des larves

Tel qu’énoncé précédemment, le cycle de développement larvaire de Mytilus edulis
commence par une phase lecithotrophe pour 1I’embryon et la larve trochophore, qui utilisent
alors des nutriments stockés dans le vitellus. Constituants principaux des réserves
énergétiques des ceufs, les protéines et les lipides représentent classiquement 45 et 22 % du
poids sec total (Sedano et al. 1995). Néanmoins, 1’état physiologique des géniteurs au
moment de la ponte détermine leur contenu, et influence ainsi le développement des jeunes
larves lecithotrophes (Bayne et al. 1975, Bayne et al. 1978). Bien qu’un stress trophique
chez les géniteurs n’entraine pas forcément le développement de larves anormales, cela
peut avoir une influence sur le nombre d’ceufs émis ainsi que sur la taille des jeunes larves
(Pronker et al. 2008). Le passage a 1’étape de croissance, qui se traduit par le début de
I’alimentation suspensivore chez la larve, était considéré jusqu’a I’étude de Sprung (1984a)
comme instantané, sans régime de transition. Lucas et al. (1986) en ont toutefois précisé la
chronologie en montrant que, chez des larves élevées a 17-20 °C, la phase d’endotrophie
stricte ne dure que deux jours et qu’une période de mixotrophie précede 1’exotrophie les six
jours suivants (Figure 9). Ces auteurs ont ainsi montré qu’au cours des premiers jours de
développement, les larves bénéficient de plusieurs sources de nourriture, telles que le

vitellus et le plancton.
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Figure 9: Proportion de diverses sources de nourriture organique chez les larves de Mytilus edulis.
F = fécondation; M = métamorphose. Le cycle de développement larvaire dure 21-28 jours; le retard
de métamorphose peut durer 42 jours et s’accompagne dune capacité décroissante a s’alimenter sur
le plancton; au cours de la métamorphose 1’alimentation suspensivore est nulle pendant 2 jours;

I’alimentation déposivore opére dés que le pied est fonctionnel et son importance est inconnue.

La capture et la sélection des particules alimentaires planctoniques est réalisée par le
vélum que caractérisent deux bandes de cils marginaux situées de chaque coté de la bouche.
Outre son réle dans la locomotion, la bande préorale génere le courant d’alimentation :
les cils se déplacent plus vite que les particules selon un rythme métachronal (signal
sinusoidal) qui permet leur capture (sélection passive) et leur transport jusqu’a la bouche.
La bande post-orale est pourvue de cils plus courts qui battent plus lentement, ralentissant
le courant autour de la bouche (Strathmann & Leise 1979). C’est donc le gradient de vitesse
entre les deux bandes qui permettrait la rétention de la nourriture (Jorgensen 1981).
De plus, il existe une sélection active des aliments par la bouche en fonction du niveau de
satiété, mais aussi par 1’estomac et la glande digestive en fonction de la digestibilité des

aliments. Les taux de filtration et d’ingestion dépendent de la taille et de la concentration
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des particules, de la taille larvaire, mais aussi de la température (Bayne 1983), ce qui
explique la grande variabilité des valeurs mentionnées dans la littérature pour les larves de
moule bleue. A titre indicatif, des taux de filtration et d’ingestion de 4—61 uL/h et de
18—408 cellules/h, respectivement, ont ¢ét¢ observés chez des larves mesurant entre
120 et 250 um, maintenues a des températures entre 6 et 18 °C et des concentrations en

Isochrysis sp. de 1 a 5 cellules/uL (Sprung 1984b).

L’étape de fixation-métamorphose est une phase critique pour le développement
puisqu’elle requiert une grande quantit¢ de réserves énergétiques tandis que les individus
ont une capacité d’alimentation limitée voire nulle. Lorsque les pédivéligeres retardent leur
métamorphose, leur vélum dégénére progressivement tandis que la paire de bourgeons
branchiaux ne semble pas efficace car les mouvements des cils sont sporadiques et non
coordonnés (Bayne 1965). Une fois la métamorphose initiée, le vélum est totalement
phagocyté et les besoins métaboliques seraient assurés par les nutriments stockés dans les
réserves énergétiques (Bayne 1976). Les branchies et palpes labiaux deviennent
fonctionnels 48 heures aprés le début de la métamorphose (Bayne 1971), permettant ainsi
aux post-larves de s’alimenter sur le plancton. Toutefois, I’efficacit¢ de capture des
particules semble réduite comparée a celle observée chez les adultes. En effet, de récents
travaux menés sur 1’ontogénie des branchies chez M. edulis ont confirmé les observations
de Bayne en montrant que les mécanismes ‘adultes’ de capture des particules ne sont
morphologiquement possibles que lorsque les post-larves atteignent 2 mm (Cannuel et al.
2009). Ainsi, les individus en cours de métamorphose ne s’alimentent pas sur le plancton et

les stades peri-métamorphiques ne peuvent que partiellement tirer profit de cette ressource

(Figure 9).

Cependant, les jeunes moules bénéficient d’autres modes d’alimentation qui
pourraient constituer de réelles alternatives pour assurer un minimum d’apports trophiques
durant cette période transitoire. D’une part, les moules peuvent absorber de la matiére
organique dissoute (DOM) via 1’osmotrophie (Courtright et al. 1971, Stephens 1981).

L’assimilation efficace d’acides aminés naturels a ét¢ démontrée chez M. edulis, dont les



larves ont une capacité d’absorption plus élevée que les adultes, assurant ainsi pres de 10 %
de leurs synthéses protéiques (Manahan & Crisp 1982, Manahan et al. 1982, Melaouah
1990). Les sites majeurs de transport de la DOM sont le vélum chez les larves, les
bourgeons branchiaux chez les larves pédivéligéres et les branchies chez les post-larves
(Manahan 1990). Ce mode d’alimentation fournit aux larves une source énergétique
supplémentaire, qui pourrait s’avérer importante lorsque les réserves vitellines et/ou la
disponibilit¢ en phytoplancton sont faibles (Manahan & Crisp 1982, Manahan &
Richardson 1983).

Par ailleurs, les post-larves de bivalve nouvellement métamorphosées peuvent
bénéficier d’une alimentation déposivore via I’utilisation de leur pied (Caddy 1969, Bayne
1971, Aabel 1983). King (1987) caractérisa ce mode alimentaire de « pedal-palp feeding »,
impliquant [’utilisation du pied et des palpes labiaux. Plusieurs mécanismes semblent
opérer en fonction de la mobilisation relative du pied. D’une part, le mouvement seul des
cils du pied induit un courant inhalant dans la partie antérieure de la cavité palléale,
acheminant ainsi les particules jusqu’aux palpes labiaux. Dans cette situation, le pied peut
rester immobile ; on parle d” « interstitial pedal feeding » (Lopez & Holopainen 1987) dont
la définition se trouve a la limite entre 1’alimentation suspensivore et déposivore. D’autre
part, les particules du film benthique sont collectées directement par le propodium (partie
distale ciliée du pied) et transférées aux palpes labiaux dans un mucus sécrété par les
mucocytes du pied ; on parle alors de « pedal probe-feeding » (Reid et al. 1992). Lors de
travaux menés chez Villosa iris (moule d’eau douce), Yeager et al. (1994) ont observé deux
comportements alimentaires déposivores qui operent en fonction du type de particule
présent sur le film benthique : le « pedal-sweep » est employ¢ a la collecte de micro-algues,

tandis que le « pedal-locomotory » est actif en présence de détritus (Figure 10).

Considérant I’efficacité potentiel du « pedal feeding », plusieurs études insistent sur
I’importance du mode d’alimentation déposivore a cette étape critique du développement

(Beninger et al. 1994, Gatenby et al. 1996, O'Beirn et al. 1998, Beck & Neves 2003).

Particuliérement, O Foighil et al. (1990) ont démontré chez Patinopecten yessoensi
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I’importance de I’épiflore sur le substrat de fixation méme si sa valeur nutritive reste
inférieure a celle d’une ressource trophique planctonique. Gatenby et al. (1997) ont
confirmées cette tendance en montrant qu’une post-larve de Villosa iris peut se développer
pres de 140 jours en s’alimentant sur le substrat, mais que 1’ajout de nourriture
supplémentaire telles que des micro-algues d’algues est nécessaire a la survie. Il s’agit donc
d’un mode d’alimentation complémentaire qui permettrait 1’acquisition d’un minimum

d’énergie lors du passage de la vie planctonique a la vie benthique (Veniot et al. 2003).

a) "Pedal-sweep" b) "Pedal-locomotory"

Figure 10: Comportements d’alimentation déposivore chez les juvéniles de Villosa iris.
Adapté et traduit de Yeager et al. (1994). a) « pedal-sweep » ou balayage avec le pied, opérant de
la partie postérieur vers la partie antérieure de 1’animal, et b) « pedal-locomotory » ou locomotion
avec le pied (= reptation). U =umbo, Cp = Cavité palléale, P = pied, Pa= particule (en vert). Les
fléches noires indiquent le mouvement effectué par le pied, tandis que les rouges montrent le

déplacement des particules collectées.

Peu de données existent quant a I’importance relative du « pedal feeding » chez
Mpytilus edulis et a la quantité d’énergie acquise par ce processus. Toutefois, les travaux de
Cannuel et al. (2009) démontrent bien 1’acquisition progressive d’une alimentation
suspensivore efficace et suggérent que le « pedal feeding» opére chez les jeunes post-

larves, mais aussi chez les pédivéligeres en retard de métamorphose, dont le pied est déja
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pourvu de cils (Figure 11). En résumé, les stades péri-métamorphiques de moule

bénéficient de 3 modes d’alimentation différents (suspensivore. déposivore, osmotrophe :

Figure 9).

Figure 11: Cils du pied (fleche rouge) chez une grosse pédivéligere de M. edulis (384x336 pm).

Les larves de M. edulis, dont la taille est comprise entre 150 et 170 pm, ont un taux
optimal de rétention pour des particules dont la gamme de taille s’étend de 2,5 a 3,5 um
tandis que les particules dont la taille <1 pmou > 8-9 pm ne sont pas ingérées (Riisgard et
al. 1980). Raby et al. (1997), renouvelant I’expérience avec des larves plus agées
(175-405 pm), ont montré qu’elles s’alimentaient sur des cellules planctoniques dont le
spectre de taille couvrait 1 & 25 pm avec un préférendum majeur pour les flagellés < 5 pm.
Principalement représenté par des flagellés « nus », ’ultraplancton (< 5 pm) constitue une
ressource trophique a forte valeur pour les larves de bivalve (Jorgensen 1981). C’est
pourquoi, tout naturellement, les «dictes» algales utilisées en écloserie sont
majoritairement constituées de petites cellules autotrophes telles que les flagellés Isochrysis
galbana et Pavlova lutheri et/ou les diatomées Chaetoceros calcitrans et Thalassiosira
pseudomonas (Helm et al. 2006). En réalité¢, les larves de moule sont omnivores
puisqu’elles s’alimentent aussi de cyanobactéries (Raby et al. 1997) et de bactéries (Martin

& Mengus 1977), qui peuvent pourtant étre considérées comme trop petites pour étre
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ingérées (< 1-2 pm). En vieillissant, les larves réduisent leur consommation relative en
petites cellules et se nourrissent de plus en plus de cellules comprises entre 15 et 25 um

(Raby et al. 1997). En résumé, les larves de moule sont omnivores et se nourrissent

principalement de particules < 5 pm.

Influence des conditions environnementales sur le développement larvaire

Comme chez tous les poikilothermes, la température et la salinité sont les facteurs
exogenes les plus importants dans le controle du développement puisque des conditions
dépassant les seuils de tolérance sont 1étales pour 1’organisme. Chez Mytilus edulis, les
gammes de tolérance thermo-haline sont de 5-22 °C et 15-40 ppm pour la fécondation, et
10-25 °C et 1540 ppm pour la croissance larvaire (Bayne 1965, Hrs-Brenko & Calabrese
1969, Bayne 1976). En outre, il existe une interaction entre la salinité et le génotype (Innes
& Haley 1977) : divers génotypes s’expriment dans un environnement halin trés fluctuant
et les conditions auxquelles sont soumis les adultes influencent la tolérance des larves
qu’ils produisent. La gamme thermo-haline optimale pour la croissance est nettement plus
réduite que celle pour la survie et, contrairement a d’autres especes de bivalve, I’interaction
entre la température et la salinit¢ est négligeable (Lough 1974). En fait, la moule bleue
tolere un tel spectre de salinit¢ qu’a 20-35 ppm la croissance est uniquement reliée a la
température (Hrs-Brenko & Calabrese 1969). La température optimale pour le
développement larvaire s’établit entre 17 et 24°C chez M. edulis, qui semble subir 1’effet
sélectif de ce parameétre avant la métamorphose (Rayssac et al. 2010). Toutefois, les jeunes
larves véligeres de M. edulis (150 um) semblent avoir un seuil de tolérance thermale encore
plus bas puisqu’elles peuvent vivre a 5 °C pendant 2 mois dans le pélagos ; le taux de
croissance est alors extrémement réduit, mais cela n’affecte pas la métamorphose des

survivants (Beaumont & Budd 1982).

Les conditions trophiques constituent le deuxi¢me facteur le plus important dans le
contréle du développement larvaire et, lorsque les conditions thermo-halines et trophiques

sont optimales, la période de vie pélagique est inférieure a 20 jours (Sprung 1984a, b). La



concentration de cellules phytoplanctoniques peut constituer un facteur limitant au taux de
croissance des larves (Bayne 1965, Jespersen & Olsen 1982, Bayne 1983). Pechenik et al.
(1990) ont observé des taux de croissance pouvant atteindre 8 pm/jour lorsque les
conditions trophiques et thermiques sont élevées. Ces auteurs ont €¢galement constaté que la
concentration en nourriture n’a pas d’influence sur la durée du retard de métamorphose. Il
s’avere que si de bonnes conditions trophiques peuvent améliorer la croissance, les périodes
de restriction alimentaire ne semblent pas affecter la survie des larves de moule bleue.
Bayne a maintenu des larves vivantes en situation de jetine pendant 20-30 jours a 15-16 °C
et Sprung a réussi a les conserver pendant plus de 150 jours dans de I’eau stérile a 12 °C
(revue de Lutz & Kennish 1992). Pour les larves véligeres, ce jeline se traduit par une
diminution des composés majoritaires soit, les protéines et les lipides (Holland 1978). Les
larves possédent donc une grande capacité a survivre lorsque la ressource trophique est
limitée ; elles consomment alors principalement leurs réserves en lipides qui sont plus
énergétiques que les protéines (Crisp 1974). L’historique trophique et physiologique des
larves a un effet a retardement puisqu’elle affecte surtout les stades post-métamorphiques.
Phillips (2002, 2004) a démontré chez Mytilus galloprovincialis une relation positive entre
la qualité trophique et larvaire et la croissance post-larvaire. Toutefois, aucune relation n’a
¢t¢ mise en évidence entre la condition larvaire et le nombre d’individus fixés (Phillips
2006), méme si Pernet et al. (2004) ont observé que la quantité de réserves lipidiques des
larves pré-métamorphiques explique 28 % de la survie au cours de la fixation chez

Mytilus spp.

La plupart des travaux étudiant D’influence de la ressource trophique sur le
développement larvaire sont menés en laboratoire et fournissent souvent des résultats
divergents car les conditions expérimentales ne sont jamais identiques. De plus, de tels
résultats ne sont pas représentatifs des conditions naturelles, qui peuvent étre plus
favorables pour le développement que les conditions contrélées (Phillips 2002). Par
exemple, Jorgensen (1981) suggere que la demande énergétique des larves de moule ne
représente qu’une faible proportion de la production primaire estivale. De plus, les

différents modes d’alimentation dont les larves bénéficient et la plasticité potentielle de la
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phase pélagique offrent aux jeunes moules une grande capacit¢ d’adaptation face aux
variations des conditions environnementales. Il semble donc nécessaire de mener des
études en milieu naturel afin de déterminer quelles conditions larvaires (en terme de
quantité et de qualité) assurent la bonne performance des juvéniles et quels
mécanismes sont impliqués dans Pinfluence de ces conditions sur le succes de

recrutement alors que d’autres processus opérent en méme temps (Phillips 2006).
6. OBJECTIFS ET HYPOTHESES

L’objectif principal du présent projet est de déterminer, en milieu naturel, I’influence
de la qualit¢ de la ressource trophique sur le succes de recrutement de la moule bleue,
Mytilus edulis (L., 1758). L’étude a été conduite dans le bassin du Havre-Aubert des iles de
la Madeleine (Figure 12), un archipel situé dans la partie sud du Golfe du Saint-Laurent
(Canada), une immense mer semi-fermée de 195 000 km?. Cet archipel est constitué¢ de six
iles principales reliées entre elles par de longs cordons dunaires et des lagunes cdtiéres.
Localisées a proximité d’un point amphidromique, les fles de la Madeleine sont soumises a
un régime de marée microtidal, avec de fortes variations des composantes diurnes et semi-
diurnes de la marée le long de ses cotes. Le Bassin du Havre-Aubert (BHA ; Figure 13) est
une petite lagune cotiere de type semi-fermé, située au sud-ouest de [’archipel, qui
communique avec les eaux extérieures par un petit chenal sur la facade sud. Le BHA a une
surface approximative de 3 kn?, une profondeur moyenne de 2—-3 m et le marnage moyen
est de 0,4 m avec de fortes inégalités dans la composante diurne de la marée. Les forces
météorologiques, telles que le vent et la pression atmosphérique, ont une forte influence sur
le niveau d’eau dont les fluctuations sont du méme ordre de grandeur que celles induites
par la marée (Koutitonsky & Booth 1996). En général, ce type de lagunes ne connait que
des variations réduites d’amplitude et le mélange des eaux douces avec les eaux salées se
fait généralement bien en raison des faibles profondeurs (habituellement non stratifiées).
Les eaux de lagune sont caractérisées par une salinité variable dans le temps et I’espace
(apports en eau de mer, en eau douce, €vaporation) et une température qui varie peu

verticalement et qui suit la température de 1’air (Paskoff 2010).



39

47°40°N
62°- iLES DE LA MADELEINE
58°
- 47°30°N
540
50° - 47°20°N
Bassin du Havre-Aubert
4
46° .
[ Ile rocheuse
0 10 Km 1 Dune
— r T r 47°10°N

62°00°W 61°50"W 61°40°W 61°30°"W

Figure 12: Localisation du site d'étude.

500m

Figure 13: Photographie satellite du Bassin du Havre-Aubert.
(Source: Google Imagery 2011).

Depuis 1991, le BHA est le principal site de captage en naissain de moule sur
I’archipel car les juvéniles captés sont considérés de qualité nettement supérieure que ceux

issus des autres lagunes : la taille moyenne du naissain est supérieure a 1’automne
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(reproduction plus tot en saison) et les individus sont plus résistants aux épisodes de
mortalité estivale lors du grossissement (Myrand & Gaudreault 1995, Tremblay et al. 1998,
Myrand et al. 2000, Myrand et al. 2002).

La conformation géographique du BHA offre [’avantage de pouvoir suivre le
recrutement des cohortes larvaires produites par les populations génitrices présentes a
I’intérieur de la lagune. Les probabilités que des larves issues de I’extérieur rentrent dans la
lagune sont minimes car aucun gisement de moule n’est connu dans les eaux environnantes.
A T’inverse, une certaine exportation des individus qui y sont produits est envisageable car
90 % de la masse d’eau se renouvelle en 8 a 20 jours en fonction de la marée (données non-
publiées). De plus, la courte période de reproduction (mai-juillet ; données non-publiées)
permet de suivre toutes les différentes cohortes larvaires de 1’année en une seule saison
d’échantillonnage. Ainsi, le BHA représente un véritable bassin expérimental qui permet
d’¢étudier les mécanismes impliqués dans le recrutement dans des conditions naturelles,
intégrant ainsi la phénologie des composantes trophiques et environnementales. En outre,
les lagunes cotieres des Iles de la Madeleine ont la particularité d’étre oligotrophes : les
concentrations en nutriments y sont faibles et le réseau trophique est basé sur une
production hétérotrophe avec quelques épisodes courts et ponctuels de floraisons
autotrophes (Trottet et al. 2007). Un réseau trophique basé sur une production hétérotrophe
est considéré de moins bonne qualit¢ qu'un réseau basé sur une production
phytoplanctonique, puisqu’il induit une déficience de productivité au sein des niveaux
tropiques supérieurs (Berglund et al. 2007). D’un point de vue énergétique, les
hétérotrophes présentent un déficit en PUFA, et particuliérement en EF A, qui sont reconnus
comme indispensables pour un développement larvaire optimal (c¢f- section 4 de cette
introduction). Par conséquent, le BHA s’avere €tre un site adéquat pour tester le rdole des

EFA en suivant la qualité de la ressource trophique et des jeunes moules.

La qualité de la ressource trophique disponible pour les larves conditionne le succes
de recrutement en agissant sur la performance des stades larvaires et post-métamorphiques.

Nous pouvons donc raisonnablement envisager qu’un réseau trophique dominé par les
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bactéries lors de la période de reproduction induise un mauvais recrutement de
Mytilus edulis. En cas de retard de métamorphose larvaire, de telles conditions pourraient
s’avérer beaucoup plus préjudiciables, particulicrement pendant la phase de fixation-
métamorphose. Cette étape critique du développement nécessite en effet 1’acquisition au
préalable d’une quantité d’énergie suffisante et sa réussite est une condition sine qua non
pour le succes de recrutement. Par ailleurs, nous avons vu que le biofilm est un des facteurs
les plus étudiés actuellement car inducteur majeur des comportements de fixation.
Cependant la majorit¢ des travaux concernent les mécanismes impliqués dans le
chimiotactisme alors que peu d’études traitent de la fonction écologique du biofilm pour les
jeunes moules. Les jeunes moules peuvent éEtre ponctuellement déposivores (via
I’utilisation du pied), ce qui donne au biofilm un réle nutritif potentiel majeur quand
I’alimentation dans le plancton (alimentation suspensivore) est réduite voire nulle.
Finalement, le comportement de fixation joue un role clef dans la sélection de 1’ habitat, peu
importent les conditions trophiques et physiologiques des larves. Le succes de fixation peut
donc dépendre de la phénologie des facteurs qui influencent le comportement de sélection
d’un habitat propice au bon développement des jeunes stades benthiques. Ainsi, nous
pouvons envisager que les individus qui se sont fixés lors du pic de fixation maximale

possedent des conditions physiologiques post-larvaires optimales.

Le présent projet s’articule en trois grands axes de recherche qui concernent la qualité
de la ressource trophique disponible et son influence sur la fixation et les conditions

physiologiques des jeunes recrues de moule bleue :

Chapitre 1 : Match/mismatch entre le stock larvaire de Mpytilus edulis et la qualité du
seston : effet sur le recrutement,

A partir de la théorie du « match/mismatch » énoncée par Cushing (1990), nous
envisageons qu’un asynchronisme entre la production des larves et celle d’une nourriture a
forte valeur nutritive pourrait affecter le succeés du recrutement de la moule bleue.
L’objectif est donc de suivre simultanément le développement larvaire (ponte, abondance

des véligeres et pédivéligeres, taux de fixation-métamorphose, recrutement) et les
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conditions trophiques (quantité et teneur en acides gras), pendant deux années successives
(2007 et 2008) afin d’examiner la constance des phénomenes observés. Dans ce premier
chapitre, nous posons les hypotheses que la concentration en EFA dans le seston influence
le succes de fixation (H1) et le succeés de recrutement (H2). L’article issu de ce chapitre a
¢té soumis au journal Ecology le 29 juin 2011, et accepté pour publication le 13 octobre

2011.

Chapitre 2 : Effet de I’dge du biofilm sur la fixation de Mytilus edulis,

Considérant le fait que le biofilm pourrait constituer une ressource trophique
conséquente via une alimentation déposivore, nous envisageons que la relation entre le
succes de fixation et 1’age du biofilm dépende de sa valeur nutritive. L’objectif est donc de
conditionner trois ages de biofilm (1, 2 et 3 semaines) pour tester leur effet sur le taux de
fixation (3 essais en 2008 et 1 en 2009) a différents moments au cours de la saison. De plus,
I’expérience de 2009 prévoit une caractérisation treés fine de la dynamique de mise en place
du biofilm (quantité et teneur en acides gras) dans le but d’identifier le(s) composant(s)
impliqués. Dans ce deuxiéme chapitre, nous posons alors les hypothéses que le taux de
fixation augmente avec 1’age du biofilm (H1) et plus particuliérement, avec son contenu en
EFA (H2). L’article issu de ce chapitre est destiné a étre soumis au journal Biofouling

(printemps 2012).

Chapitre 3 : Variations spatio-temporelles de la fixation et conditions physiologiques des

post-larves de moule.

Assumant que les larves intensifient leur fixation lorsque les conditions les plus
adéquates sont réunies pour le début de la vie benthique, nous envisageons que les larves
retardent leur métamorphose en 1’absence de ces conditions. Ainsi, si les conditions sont
optimales lors du pic de fixation maximale, les post-larves fixées a ce moment auraient pu
bénéficier de meilleures conditions physiologiques que celles fixées a d’autres moments
dans la saison. L’objectif est donc de suivre conjointement le développement ontogénique
(concentration des véligeres, pédivéligéres, et post-larves; taux de fixation des

pédivéligeres et post-larves ; recrutement) et la qualité des post-larves (classes de lipides et
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acides gras), au cours d’une saison de reproduction (2008). De plus, nous étudions la
variabilité spatiale du développement ontogénique a petite échelle dans le but de déterminer
si la phénologie de la fixation varie au sein d’un site aussi restreint que le BHA. Dans ce
troisieme chapitre, nous posons les hypothéses que les concentrations larvaires et la fixation
sont trés variables a petite échelle spatiale (H1), que le retard de métamorphose et la dérive
bysso-pélagique sont a la source du découplage bentho-pélagique (H2), et que les post-
larves sont en meilleures conditions physiologiques lors du pic de fixation (H3). L’article
issu de ce chapitre est destiné a étre soumis au journal Marine Ecology Progress Series (été

2012).
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CHAPITRE 1
MATCH/MISMATCH ENTRE LE STOCK LARVAIRE DE MYTILUS EDULIS
ET LA QUALITE DU SESTON : EFFET SUR LE RECRUTEMENT

Ce premier article, intitulé « Match/mismactch between the Mytilus edulis larval
supply and seston quality : effect on recruitment », fut corédigé par moi-méme, les
professeurs Bruno Myrand, Fabrice Pernet, Frédéric Olivier et Réjean Tremblay, ainsi que
mes collégues Frangois Bourque et Lisandre Gilmore-Solomon. Soumise au journal
Ecology en juin 2011, la version présentée ici fut acceptée pour publication avec
modifications mineures en octobre 2011. En tant que premier auteur, ma contribution a ce
travail fut I’essentiel de la recherche sur les concepts écologiques du recrutement,
I’¢laboration du plan d’échantillonnage, la réalisation des campagnes de terrain, les
analyses en laboratoire, le traitement statistique des résultats et la rédaction de I’article. De
concert, les professeurs B. Myrand, F. Pernet, F. Olivier et R. Tremblay ont fourni I’idée
originale. Ils ont aidé a la définition de la problématique, a 1’¢laboration du plan
d’¢échantillonnage ainsi qu’a la révision de 1’article. Mademoiselle L. Gilmore-Solomon et
monsieur F. Bourque ont contribué¢ a 1’échantillonnage sur le terrain et a 1’acquisition des
données en laboratoire. Différents éléments de cet article ont été présentés dans plusieurs
conférences nationales et internationales : le Regroupement des Mariculteurs du Québec
(RMQ) a Québec (Canada) en mars 2008, le colloque annuel du Réseau Aquaculture
Québec (RAQ) a Québec (Canada) en novembre 2008, les 2" et 3°™ éditions de
Physiomar : marine mollusc physiology conference a Brest (France) et Québec (Canada) en
septembre 2008 et novembre 2010, respectivement, ainsi que le colloque annuel de

I’ Aquaculture Association of Canada (AAC) a Québec (Canada) en mai 2011.
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1.1 RESUME

Considérant la théorie du « match/mismatch » de Cushing dans un environnement
hétérotrophique tel que les lagunes des Iles de la Madeleine, nous avons posé 1’hypothése
que le taux de fixation et le recrutement seraient plus élevés lorsque la ressource trophique
est riche en PUFA/EFA. Nous avons suivi le développement des larves de moule bleue
ainsi que la qualité de leur nourriture au cours de deux saisons de reproduction successives
(2007 et 2008). Les résultats suggerent un important retard de métamorphose, puisque le
taux maximal de fixation a été observé bien apreés le pic de concentration de larves
compétentes (pédivéligeres) dans la colonne d’eau. Chaque année, le pic de fixation fut
synchrone avec un bloom de phytoplancton riche en EFA, caractérisé par des
picoeucaryotes (<2um) en 2008. Ces résultats suggerent I’existence d’un déclencheur
trophique de la fixation (« trophic settlement trigger », TST), qui influence indirectement le
succes de recrutement en synchronisant le pic de fixation. De plus, malgré des taux de
fixation saisonniers équivalents au cours des deux saisons, le recrutement inférieur en 2007
serait relié a un « mismatch » avec une ressource trophique riche en PUFA/EFA. En effet,
les profils lipidiques acquis pour le seston étaient représentatifs d’une production
planctonique majoritairement hétérotrophe en 2007 et autotrophe en 2008. Complétant la
théorie de Cushing (1990), nos résultats montrent que le « match/mismatch » dépend non
seulement de la quantit¢ de la ressource trophique, mais aussi et surtout de sa qualité
lipidique. Pour la premicre fois, nous montrons que le recrutement des mollusques bivalves

marins dépendrait d’une production phytoplanctonique riche en PUFA.
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ABSTRACT

We considered Cushing’s match/mismatch theory in a heterotrophic environment and
hypothesized that settlement and recruitment success in blue mussel is higher when the
food supply is rich in polyunsaturated fatty acids (PUFA), mainly in essential fatty acids
(EFA). To test this hypothesis, we monitored larval development as well as fatty acid (FA)
profiles in trophic resources during two successive reproductive seasons. The decoupling
we found between the presence of competent larvae in the water column and settlement
rates strongly suggests that metamorphosis is delayed until conditions are suitable. The
main annual mussel settlement peak in both years was synchronized with a phytoplanktonic
pulse rich in essential fatty acids: there was a large autotrophic bloom within a two-week
period in 2007 and a short but substantial peak of picoeukaryotes in 2008. These results
suggest a ‘trophic settlement trigger’ that indirectly affects recruitment as the post-
settlement success was strongly improved when the settlement peak occurred. Despite
similar larval settlement rates during both years, the lower recruitment observed in 2007
likely resulted from a mismatch with a high lipid quality trophic resource. The seasonal
trophic conditions differed greatly between the two years, with FA profiles reflecting
heterotrophic plankton production in 2007 and mostly autotrophic production in 2008. In
agreement with the Cushing’s theory, our results highlight a match/mismatch, related to the
food lipid quality rather than food quantity. For the first time, we show that the recruitment
in marine bivalves may be dependent on phytoplanktonic pulses characterized by high

levels of polyunsaturated fatty acids.
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INTRODUCTION

The blue mussel (Mytilus edulis, L. 1758) has a complex life history, with a
dispersive planktonic larval phase lasting for several weeks until settlement and
metamorphosis into benthic post-larvae. Metamorphosis requires a high expenditure of
energy at a time when individuals have limited feeding ability because their velum has
degenerated and their gill ciliature is still undeveloped (Bayne 1971). The energetic
requirements must be met by the biochemical reserves accumulated during the larval phase
(Videla et al. 1998); these reserves determine both metamorphic success (Pernet et al.

2004) and young juvenile performance (Phillips 2002, 2004).

Lipids constitute a major source of metabolic energy and an essential material for cell
and tissue formation (Bergé & Barnathan 2005). Fatty acids (FA) are the main components
of lipids, and FA composition reflects the physiological condition of an organism. Marine
animal cells can synthesize de novo saturated and monounsaturated FA (SFA and MUFA
respectively), but biosynthesis of major polyunsaturated fatty acids (PUFA) is impossible
or very limited due to the lack or limited activity of specific desaturase and elongase
enzymes (see review of Glencross 2009). Consequently, vegetal cells must provide bivalves
with the needed PUFA, such as eicosapentanoic (EPA), arachidonic (AA), and
docosahexaenoic (DHA) acids; these are commonly considered as essential fatty acids
(EFA) in the non stricto sensu of the term (Parrish 2008). The structural and metabolic
roles of EFA ensure the optimal growth (Langdon & Waldock 1981, Delaunay et al. 1993)
and settlement (Soudant et al. 1998, Pernet & Tremblay 2004) of bivalve larvae.

Cushing’s match/mismatch theory (1990) was developed to explain variations in
herring recruitment success, and it is based on the synchronization between the timing of
the larval cycle and prey production. This hypothesis was repeatedly updated and validated
on marine invertebrates (Philippart et al. 2003, Bos et al. 2006a, Ouellet et al. 2007). While

the match/mismatch theory is classically related to the food abundance (e.g., Durant et al.
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2005) and composition (e.g., Beaugrand et al. 2003), we propose here that the success of

blue mussel recruitment is linked to the presence of high EFA levels in trophic resources.

Our hypothesis was tested in a coastal lagoon characterized by a trophic food web
based mainly on heterotrophic production slightly supplemented by autotrophic
nanoplankton production and very short and punctual diatoms blooms (Trottet et al. 2007).
Some authors have suggested the ability for de novo EFA synthesis in heterotrophic protists
(e.g., Bec et al. 2010), but this type of food is generally considered to be of poor dietary
value for bivalves due to a low PUFA/EFA ratio (Sargent et al. 1999). With the aim of
testing Cushing’s match/mismatch theory with the food lipid quality, we monitored the
larval development of mussels, their settlement dynamics and their recruitment in parallel
with seston characteristics. We tested the hypotheses that the abundance of dietary EFA

controlled both settlement (H1) and recruitment (H2) success.
METHODS
Sampling design

The study was carried out in a coastal lagoon (Bassin du Havre-Aubert, BHA) of the
fles de la Madeleine (Québec); this archipelago is located in the Gulf of St. Lawrence
(195 000 km?) in eastern Canada. The characteristics of BHA allowed us to easily track the
production and recruitment of different cohorts of mussel larvae. BHA is a restricted
lagoon of only 3 km? (mean depth 2—3 m) connected to the open sea by a narrow channel in
the south (Fig. 14). This area has a microtidal regime (mean tidal range ~ 0.3 m) and wind
influence is strong throughout the year. Local wild mussel populations (three beds in the
southern part of BHA; Fig. 14) provide the only potential spawners since there are no
known populations in the open sea (F. Bourque, personal observations). BHA is the major
spat collection site for local mussel culture, but it is not used for mussel grow-out (Fig. 14).
Indeed, all collected juveniles are transferred to other growing sites after a maximum of
four months on collectors in the water column (shell lengths of 10-30 mm). Larval

development and trophic characteristics were monitored during the reproductive period,
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from May to August of 2007 and 2008. A large geographical sampling design (basin scale)

was used in 2007 while the 2008 design focused on the commercial spat collection sites and

integrated microscale spatial variability (Fig. 14).

60°N

50

80°w 70"

60

61 c:5(.}’ 61 °|40' 61 :30'

iles de la Madeleine

Québec

47°30"

47°20" -

47°10'

L_500m I

61°53"

61°52'

47°14.5'

47°14.0'

47°13.5'

[ Dune environment
[ Rocky island
[ Mussel farm

@ Mussel bed

2 m depth isoline

Sampling :

A Adults
7 Larvae
—— Post-larvae

O Seston
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Larval production

Larval concentration (individuals per litre) was assessed twice a week at eight

stations in 2007 (n =1 per station) and at three stations in 2008 (n = 3 per station; Fig. 14)

using the following technique: seawater (1000 L) was pumped at 0.5-2 m below the

surface, immediately sieved (80 um square mesh), and the retained material was held in
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80 um filtered seawater on ice until larval identification (within 6 hours). Larval abundance
was determined according to Aucoin et al. (2004) at a magnification of 100X (upright
Olympus BX41, Olympus America Inc., Center Valley, PA, USA). Larvae were separated
into two groups according to their competency to settle and metamorphose into post-larvae:
i) non-competent veligers (from trochophores to umbo-larvae) and ii) competent
pediveligers characterized by a visible eyespot. Mean larval size was determined by
measuring 30 randomly selected individuals with an image analyzer system (CoolSnap
Procolor and Image-Pro Plus v.5.0, Media Cybernetics Inc., Silver Spring, MD, USA).
Four size classes were defined according to the particular larval stage: 1) < 130 pm
represents new D-shape larvae, i1) 130-260 pm represents the non-competent veligers, iii)
260-360 pum represents competent pediveligers (competency is acquired around 260 pm;
McGrath et al. 1988) and iv) > 360 pum represents late pediveligers. In 2008, we estimated
the proportion of byssal-drifting post-larvae, which are characterized by the presence of a

dissoconch shell and gills, and considered them to be potential settlers (Lane et al. 1985).

Settlement/recruitment

We studied settlement (the process by which individuals become associated with the
substrate) and recruitment (the number of individuals at time ¢ of the benthic life) on
collector ropes (polypropylene; 1.27 cm in diameter and 1.33 m in length) suspended from
a long-line typically used for mussel culture. Sampling occurred at two stations in 2007
(n= 5 per station) and at three stations in 2008 (n =3 per station; Fig. 14). Settlement rate
(individuals per meter per day) was monitored by sampling collector ropes once (2007) or
twice (2008) a week and ropes were immediately replaced by new ones at each sampling.
In 2007, ropes were immersed for a period of two weeks, thus inducing an overlap of one
week for successive weekly deployments. Settlement rate was calculated by dividing the
post-larval abundance on ropes by the immersion duration in days. Recruitment
(individuals per meter) was studied by suspending a batch of 65 collector ropes from a
longline at each station in mid-June and sampling them randomly on a weekly basis until

the end of August. These samples integrate all post-settlement processes like biological and



physical disturbances, hydrodynamics, physiological stress, predation, and competition
(Hunt & Scheibling 1997).

Trophic conditions

Seston (mg/L) and fatty acid (FA; micrograms per milligram of POM) concentrations
were determined weekly at four stations in 2007 (n=1 per station) and twice a week at
three stations in 2008 (n =3 per station; Fig. 14). Seawater samples (2 L for seston and 2 L
for FA) were pumped from 0.5—1 m from the surface and directly filtered through a square
mesh sieve (80 umin 2007 and 20 um in 2008) before storage in opaque bottles. Mesh size
was reduced in 2008 because mussel larvae do not feed on particles larger than 25 pm
(Raby et al. 1997). Seawater samples were then filtered on glass-fiber filters (GF/C,
Whatman Ltd, Maidstone, UK) and total particulate and particulate organic matter (TPM
and POM, respectively) quantified according to Aminot and Chaussepied (1983). Fatty
acids (FA) were extracted through direct transesterification (Lepage & Roy 1984), and
analyzed on gas chromatograph fitted with flame ionization detector (GC-FID), which was
coupled with a mass spectrometer (GC-MS) in 2008 (see Appendix Al for technical
details). The mass of total FA (MTFA) was expressed in micrograms per milligrams of
particulate organic matter (ng/mg of POM) and FA composition by the relative proportion
of each fatty acid.

In 2008, the plankton composition was assessed twice a week in every sampling
station, by running samples (4.5 mL) of pre-filtered surface water (20 um square mesh) on
flow cytometer (see Appendix A2 for technical details). Six groups of planktonic cells were
quantified: heterotrophic bacteria were separated according to their nucleic acid content
(LNA and HNA for low and high nucleic acid, respectively), and eukaryotes and
cyanobacteria according to the pico (0.2—2 um) and nano (2—20 pum) size classes (Belzile et
al. 2008, Tremblay et al. 2009). Finally, temperature and salinity in 2007 and 2008 were
recorded twice a week at 0.5—-1 m below the surface at each sampling stations using a

manual YSI 30/25 FT sensor (YSI Inc., Yellow Springs, Ohio, USA).
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Data analysis

We tested (1) the intra-annual variations of parameters by performing mixed-model
repeated ANOVAs based on an autoregressive structure and subsequent pairwise
comparisons and (ii) the inter-annual variability through t-tests. The normality was verified
by a Shapiro-Wilks test on residuals (i) or on raw data (ii), and homoscedasticity was tested
by direct observations of residuals (i) or folded F tests (ii). When assumptions were not
met, raw data were transformed, and if assumptions were still not met, conclusions were
retained if they agreed with a test on ranked data. Pearson’s correlations were calculated
between each pair of variables, particularly those including the settlement rate. A multiple
regression model (stepwise selection) was computed for the 2008 data to isolate
parameter(s) with the highest explanatory power for the variation in settlement rate. SAS

v.9.00 software (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) was used for analyses.
RESULTS AND DISCUSSION

Data for both years are expressed relative to Tx, where x is the number of days
following the first occurrence of mussel larvae in the water column (T0), which was 16
May in 2007 and 19 May in 2008. In the case of inter-annual comparisons, we present the
results as “y vs z”, with y and z corresponding to 2007 and 2008, respectively. As expected,
every monitored parameter exhibited significant temporal variations (p <0.0001; see

Appendix B1 for detailed results).
Larval production and settlement competency

The mean veliger concentration throughout the season was statistically similar for
both years (6 + 2 vs 4 = 2 ind/L; Table 3) and characterized by three peaks of abundance in
2007 (T28, T42, and T49) and two in 2008 (T24 and T38, Fig. 15a). The maximum veliger
abundances were observed during the first peak, with no significant inter-annual difference
(27 £ 15 vs 39 £ 18 ind/L; Table 3). The major veliger peak and a pulse of new larvae at
T25-28 in 2007 and T28-31 in 2008 (Fig. 15¢) were related to the second spawning event
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in both years (see Appendix C), suggesting a low larval survival rate of the larvae during
previous spawning event. Several veliger peaks were not statistically significant due to
large variations (Fig. 15a), reflecting the high spatial variability either at the basin (2007) or
at the scale of the mussel farms (2008), and suggesting an aggregative horizontal
distribution at a very small scale.Larval dispersal could be driven by hydrodynamic forces
induced by both tides and winds in this type of lagoon (Koutitonsky et al. 2002), but larval
behavior could also modify the passive patterns of dispersion since larvae cannot be

considered as inert particles (Morgan et al. 2009, Shanks 2009).

During both years, the mean larval length was similar (206 £ 15 vs 196 £ 12 um;
Table 3), but the biggest individuals were collected in 2007 (range: 125429 vs 107—
356 um). Significant variations in shell lengths between sampling dates occurred only in
2008 and probably resulted from regular inputs of new mussels at T42, T59, T70, and T81
(Fig 15¢).

The first pediveligers (i.e., competent larvae) were observed at T28 in 2007 and T31
in 2008 (Fig. 15b), and their mean seasonal concentrations were similar both years
(1.0+£0.3 vs 1.0+0.41ind/L; Table 3). Three peaks of pediveliger abundance were
observed in 2007 (T49, T63, and T74) and in 2008 (T35, T52, and T66); again, some peaks
were not statistically significant due to high local variability. As we observed with veligers,
maximal concentrations were observed at the first peak, with no significant inter-annual
difference (4.8 + 2.3 vs 5.4 £2.6 ind/L; Table 3, Fig. 15b), and they occurred within 21 vs
11 days after the major peak of veligers in 2007 and 2008, respectively. The time series of
the two larval stage concentrations were moderately vs strongly correlated when
pediveliger data were staggered according to the respective previous delays (Rho =0.56 vs

0.84, p=0.01 vs < 0.0001).
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Table 3: Results of t-tests comparing 2007 and 2008 data in BHA

Dependent variables t df p
Veliger concentration

sm -0.38 46.0 0.7070

max -1.28 9.0 0.2315
Pediveliger concentration

sm 0.51 300 0.6105

max -0.17 9.0 0.8675
Larval shell length

sm 0.58 470 0.5674
Settlement

sm -1.1 13.1 0.2917

max -1.28 3.0 0.2907
Recruitment

sm -242 21.0 0.0248

max -3.06 3.0 0.0552

final -4.14 3.0 0.0256
Seston

TPM -1.24 400 0.2225

POM 0.53 400 0.5998

POM/TPM 2.36 40.0 0.0231

MTFA 0.01 7.3 0.9891

SFA 10.55 26.0 <0.0001

MUFA -748 7.0 0.0011

PUFA -6.23 6.8 0.0005

EFA -14.27 26.0 <0.0001
Environment

Temperature -099 510 0.3275

Salinity 4.27 373 0.0001

sm = seasonal mean; max = maximum; final = end of August
TPM and POM = total and particulate organic matter;
MTF A = mass of total fatty acids;

SFA, MUFA, and PUFA = saturated, monounsaturated, and polyunsaturated fatty acids;

EFA = essential fatty acids (= AA+ EPA + DHA);
bold p-values indicate significant differences (a-level =0.05).
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Figure 15: Monitoring mussel larvae and post-larvae in 2007 and 2008
a) and b) veliger and pediveliger concentrations, c¢) settlement rate, d) recruitment, and ¢) mean
shell length (line) and related size frequencies (bars). Mean + SE (n = number of samples, dotted

line = seasonal mean). * indicate a significant variation between two successive dates (p < 0.05).
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In accordance with the expected duration of the planktotrophic phase (1-4 weeks;
Bayne 1965), these delays would represent the time for larvae to acquire competency. Thus
the inter-annual difference in the delays (10 days longer in 2007) would reflect slower
larval growth in 2007. While the usual recognized size for competency is 260 pm (McGrath
et al. 1988), mean larval shell length had maximum values of 321 £7 pm in 2007 and
299 £ 14 um in 2008. The presence of byssal-drifting post-larvae (Lane et al. 1985)
contributed to the increase in the observed mean larval size. However, their abundances,
only estimated in 2008, were low (from 0.01 £0.01 to 0.21+0.111ind/L) and their
proportions never exceeded 33 % of the potential settlers (except at T70 when they reached
75 %). In fact, most large individuals were late pediveligers; this strongly suggests a delay
of metamorphosis (e.g., Bishop et al. 2006b).

Settlement-recruitment

There was no significant inter-annual difference between the mean seasonal
settlement (26 + 9 vs 31 £9 ind.m™.d™") and the maximum peak settlement rate at T75—82
in 2007 and T52-56 in 2008 (92 + 64 vs 163 + 22 ind.m™.d""; Table 3, Fig. 15¢). The 2007
peak did not differ significantly from values obtained during the previous weeks due to the
high variance. Such variability could again be a consequence of high local spatial
heterogeneity in settlement, but also of the one-week overlap between two successive
periods of rope immersion. In this context, the fact that the settlement rate decreased
significantly after T82 suggests that the peak occurred rather at T68—75 than at T75-82
(Fig. 15¢c). Post-larvae appeared as soon as competent larvae were available in the water
column, but there were no correlations between the temporal series of settler versus
pediveliger abundances (Rho =0.33, p=0.36 vs Rho=-0.14, p=0.38). The settlement
peak occurred only 19 or 17 days after the period of maximum pediveliger abundance in
2007 and 2008, respectively. Some authors have emphasized that it is risky to relate larval
supply to settlement intensity (Miron et al. 1995, Olivier et al. 2000) and vice versa
(Shanks 2009) since larval behavior is a major source of asynchrony (Pineda et al. 2010).

However, there was strong evidence of a settlement delay for both years until specific
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cue(s) triggered the end of the pelagic phase. The high mean larval size during the
settlement peak (315 % 16 in 2007 and 285 = 5 um in 2008) supports this hypothesis, as
Martel et al. (unpublished data), working on the same post-larval batches as in the present
study, report a gradual increase in the mean larval shell size at metamorphosis

(prodissoconch II) throughout the reproductive season in BHA.

Even though recruitment correlated with settlement rate only in 2007 (Rho = 0.68,
p =0.02 vs Rho =0.34, p = 0.05), it was considerably improved by the peak settlement rate
for both years, as revealed by the highest recruitment increase during these periods:
5556 +1076 (T68-75) in 2007 and 5 758 £ 745 ind/m (T50-57) in 2008. On the whole,
the mean seasonal recruitment was better in 2008 than in 2007 (6 171 £ 1648 vs
13 395 £2 426 ind/m; Table 3, Fig. 15d) despite the very similar year-to-year dynamics of
veligers and pediveligers in the water column and the same kinetics of local settlement.
While the maximum recruitment was statistically similar for both years
(14938 +3374ind/m at T82 vs 26331+2 123 ind/m at T71; Table 3), the final
recruitment was still higher in 2008 comparatively to 2007 (9768 +1 664 vs
16 066 + 683 ind/m; Table 3, Fig. 15d). The decrease in recruitment at the end of the
season (after T82 in 2007 and after T71 in 2008) results mainly from self-thinning
processes (Frechette & Lefaivre 1995) and/or losses through fall-offs of associated
epibiotic macro-algae (Bourque & Myrand 2007).

A match/mismatch with trophic quality

Trophic conditions were very similar for the two years, with statistically comparable
concentrations of TPM (3.0£03 vs 3.5+03mg/l) and POM (1.0£0.1 wvs
0.9+ 0.1 mg/L; Table 3, Fig. 16a). The higher POM/TPM ratio in 2007 indicates better
POM availability than in 2008 (40 =4 vs 30 + 2 %; Table 3). For both years, particulate
inorganic matter (PIM) always dominated the seston throughout season, as illustrated by
the strong correlation with TPM (Rho = 0.96 vs 0.99, p <0.0001). PIM is important for the

feeding of bivalve larvae as it facilitates the aggregation of cells such as bacteria, which are
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normally too small to be ingested by larvae (Bayne 1983). In terms of lipids quantity in the
seston, the masses of total fatty acids (MTFA) did not differ statistically between years
(31.9+£6.5 vs 29.8+ 1.5 pg/mg of POM; Table 3, Fig. 16b). These similar POM and
MTFA contents in conjunction with a reduction of the sieve mesh size from 80 um in 2007
to 20 um in 2008 could suggest that organisms in the pico and nano size ranges dominated

the planktonic communities in this lagoon.

Mean seston SFA levels were higher in 2007 than in 2008 (71.3 £5.1 vs
39.6 £0.6 %), and consequently we found lower levels of MUFA (10.0+1.8 vs
20.9+0.7 %), PUFA (18.7+3.3 vs 39.6+0.8 %) and EFA (1.7+1.7 vs 21.8 0.6 %;
Table 3, Fig. 16¢c). Indeed, despite a remarkable year-to-year stability in seston and MTFA
quantities, the lipid quality differed drastically. The planktonic food source seemed to be
mostly heterotrophic in 2007, with low levels of PUFA and EFA, and autotrophic in 2008,
with higher levels of PUFA and EFA (Sargent et al. 1999, Dalsgaard et al. 2003). The
reduction of the sieve mesh size in 2008 could not explain such differences: phytoplankton
is the main producer of EFA, and if algal production had been consistent in 2007, EFA
levels would have been higher through “trophic modification” by heterotrophic protists
(Tang & Taal 2005, and references therein).



2007 2008

a. Seston concentration (mg/L)

n=4 10 4 n=3
L 8 i
6 J
_______ 30' 4
10 2109 %oy ¥l
............... ;._I,h..-q._--.u—""'ﬂ---r-l-p-'-""ﬂ-f\,
S I O """" Ii = = & 8 hehed] 1" '*E RN X2 R
T67 T59

T T T T T T T T T T T T T T EEEZED A EEEES LSRR EARLALE

T67 Ti7 42

c. Seston fatty acids composition (%)
cC C _120 ) cccC cc cc
[ PUFA (c) bbb bob n=4 b b b b b n=3
COMUFA®)  fEciERe 100 {1 T
3 SFA (a) NN — |- X g
— EFA L :F - 80 I
B - 60 - - H L FHAT
t [ 40 ; T HEHHAHT
. 20 y iy B ik u' uH
1 e
REEELL) ARARLES LLALLS LY ELC AR 0 LB | [Frryeys
T67
d. Temperature and salinity
sal °C sal
34 n=3 | 34
33 : N\ t 33
32 ‘ ) : 0] | N .................. | 35
31 i L 31
30 N7 Y| T} 5 PRETRemTR L RS e 30
29 - ;\,———’ 29
May Jun Jul Aug Sep May Jun Jul Aug Sep

Figure 16: Monitoring seston and environmental conditions in 2007 and 2008
a) total particulate (TPM) and organic (POM) matter concentrations, b) and c) seston fatty acid
content and composition, and d) water temperature (T) and salinity (S). Mean + SE (n = number of
samples, dotted line =seasonal mean; stippled bar = mussel settlement peak). * indicates
significant variations between successive dates (p < 0.05). For seston fatty acid composition (c), a,

b, and ¢ indicate significant differences for the associated fatty acids between successive dates.
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In 2008, the mean total abundance of bacteria was 3.7 + 0.1 x 10° cells/mL; these
were dominated by cells with high nucleic acid content (HNA), with a mean abundance of
2.5+ 1.0 x 10° cells/mL (Fig. 17a). In fact, HNA cells were strongly correlated with total
bacteria, representing 61 to 75 % of the bacterial compartment (Rho =0.98, p <0.0001).
The pico- and nanocyanobacteria abundances were correlated (Rho = 0.54, p <0.0001), and
they exhibited seasonal means of 7994+ 1353 and 38+6 cells/mL, respectively
(Fig. 17b). No significant correlation was found between the two groups of eukaryotes
dominating the planktonic community (Rho = 0.07, p = 0.4). Their contribution to the pico-
and nanoplankton was 99.7 and 85 % while their seasonal mean was 44.5 £4.0 and
14.5+ 1.2 x 10° cells/mL, respectively (Fig. 17¢). With its very low concentrations of
inorganic nutrients (< 1.1 pM for nitrogen and phosphate and <3.9 uM for silicate,
unpublished data) and its high abundance of bacteria, the BHA lagoon can be classified as
oligotrophic with a bacterial-based food web. This classification was suggested by Trottet
et al. (2007) for another lagoon of the Iles de la Madeleine archipelago. These authors also
reported that heterotrophs dominated such lagoons and that autotroph blooms were always
short and very punctual, as we observed during 2007. However, the mostly autotrophic
production sustained by very small cells in 2008 tempers these finding and emphasizes the
importance to using flow cytometry to quantify picoplankton rather than relying on

microscopic observations alone.

The low EFA content in the 2007 seston could explain the low observed larval
growth rates (Delaunay et al. 1993), but the year-to-year similarity of the settlement
intensity suggests that larvae still accumulated sufficient lipid reserves to meet the high
energetic demand of metamorphosis (Videla et al. 1998, Pernet et al. 2004). These results
suggest that even heterotrophic production, which is poor in EFA, could sustain a standard
larval cycle. Thus this raises questions about previous experimental results, which focus on
the EF A requirement to improve larval development (Soudant et al. 1998, Glencross 2009).
In fact, bivalves could overcome a dietary EFA deficiency by de novo biosynthesis of non-
methylene interrupted PUFA (Zhukova et al. 1992). However, the low lipid values of the

seston may have influenced the recruitment success observed in 2007, since juvenile



performance depends directly on the trophic conditions experienced by larvae (Phillips
2002, 2004). The higher seston EFA levels in 2008 compared to 2007 (Fig. 16¢) may be
related to the higher recruits survival that year (Fig. 15d). In fact, the lower recruitment in
2007 suggests a seasonal match/mismatch with the seston EFA content, and that
strengthens the importance of considering food quality in recruitment studies (Vargas et al.
2006) in addition to food abundance (Durant et al. 2005) and composition (Beaugrand et al.
2003).
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Figure 17: Monitoring concentrations of plankton components in 2008
a) total and high nucleic acid (HNA) bacteria, b) cyanobacteria, and c) eukaryotes. Pico- (0.2-2
pum) and nano- (2-20 pum) size classes are distinguished in b) and c¢). Mean + SE (n = number of
samples, dotted line = seasonal mean, stippled area = mussel settlement peak). * indicate

significant variations between successive dates (p < 0.05).
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A trigger for settlement

In both 2007 and 2008, the main mussel settlement peak coincided with specific
conditions in the seston that could provide conditions enhancing settlement rate. In 2007,
despite the absence of a correlation between seston components (TPM, POM, MTFA, SFA,
MUFA, PUFA, and EFA) and settlement rate, the settlement peak (T68-75; Fig. 15¢)
followed a phytoplankton bloom (T67), which was drastically different from the overall
heterotrophic conditions observed throughout the season. This pulse was reflected by the
highest values of POM concentration (1.7+0.2 mg/L; Fig 16a), availability
(POM/TPM > 50 %), and related MTFA (69.1 £+ 8.4 ng/mg of POM; Fig. 16b). Seston FA
profiles revealed a mostly autotrophic plankton production at T67, with lower levels of
SFA (41.3+£2.5%) and greater proportions of MUFA (20.8+0.8%), PUFA
(38.1 £2.7 %) and EFA (11.7 2.8 %; Fig. 16¢).

In contrast to 2007, there were no major changes in the seston quantity and lipid
quality in 2008: the maximum POM value (1.5 +0.4 mg/L) was measured on the last
sampling date; the POM/TPM ratio exceeded 0.5 only at T59, after the settlement peak; and
MTFA ranged from 15.7+3.0 (T42) to 43.0 £9.3 pg/mg of POM (T17; Fig. 16a-b).
During all of the 2008 sampling season, FA profiles were similar to T67 in 2007, thus
reflecting a continuous autotrophic production (Fig. 16¢). FA groups exhibited slight but
significant temporal variations, but only MUFA were correlated with the settlement rate
(Rho = 0.44, p = 0.02). In contrast, the settlement peak in 2008 (T52—56) was synchronized
with a pulse of picoeukaryotes reaching a maximum concentration of
133.4 £ 5.4 x 10’ cells/mL at T56 (Fig. 17¢). In fact, the picoeukaryote abundance best
correlated with settlement rate (Rho=10.57, p<0.0001), which was also slightly
significantly related to the nanocyanobacteria concentration (Rho =-0.32, p =0.02) and the
proportion of HNA (Rho =0.45, p=0.0009). Among the 19 variables integrated in the
regression model, three explained 83 % of the settlement rate variability: picoeukaryotes
had the highest contribution (R*=0.59) followed by nanoeukaryotes (R?>=0.19) and
picocyanobacteria (R? = 0.04; see Appendix B2 for detailed results).



We thus hypothesize that a change in seston characteristics triggered settlement and
that this ‘trophic settlement trigger’ depended on both resource quantity and quality. For
both years, the increase in resources rich in EFA would constitute high-value food,
providing suitable conditions for larval metamorphosis and post-larval survival. Since
Courties et al. (1994) demonstrated that picoeukaryotes could dominate the phytoplankton
biomass in a costal lagoon, it has been thought that they could play an important ecological
role in such environments (Bec et al. 2005). In addition, the high content in dietary EFA
biochemically benefits to larvae during metamorphosis (Soudant et al. 1998, Pernet et al.

2004) and post-larvae during benthic life (Phillips 2002, 2004).

The phytoplankton succession is controlled by hierarchical physical factors such as
water motion, irradiance, and temperature (Levasseur et al. 1984), and picoplankton is also
subjected to these controls (Winder 2009). In the present study, the trigger occurred during
a short temporal window, when seawater was warmer than 19 °C and the salinity was 30—
31 (Fig. 16d); such conditions could indirectly influence settlement dynamics by
conditioning plankton production. There was no significant inter-annual difference in the
mean seawater temperature (15.0 £0.9 vs 16.3 £0.9; Table 3, Fig. 16d), which was only
correlated to settlement rate in 2007 (Rho =0.90, p =0.0003). This parameter influences
the metabolic activity of the plankton (Levasseur et al. 1984) and ultimately acts on
biological processes, as observed for the recruitment success of the shrimp Pandalus
borealis (Ouellet et al. 2007). In addition, warm temperatures could improve diet
assimilation by enhancing cilia movement and the catalytic activity of digestive enzymes
(Rico-Villa et al. 2009). Water salinity, which was slightly higher in 2007 (31 £ 0.2 vs
30+ 0; Table 3, Fig. 16d) was correlated to settlement rate only in 2008 (Rho =0.52,
p=0.0001), but overall was not restrictive for larvae: the optimal salinity has been
demonstrated to exceed 20 for M. edulis larvae (Qiu et al. 2002). Nevertheless, salinity
variations could reflect freshwater inputs and could influence biological processes through
plankton production, as demonstrated by Starr et al. (1993) on the spawning of the green
sea urchin, Strongylocentrotus droebachiensis. In fact, the settlement peak occurred after a

significant decrease in salinity in 2007 (Fig. 16d), as a consequence of heavy rainfall
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(70 mm in 3 days). Further studies have to be conducted to understand the mechanisms
involved in such synchronization since the trigger could also be related to the release of
chemical cues associated with phytoplanktonic exoproducts (Starr et al. 1990) and/or to

biofilm (Hadfield 2011).
CONCLUSIONS

In heterotrophic conditions (2007), we validated our hypothesis (H1) relating mussel
settlement to levels of essential fatty acids (EFA) in the seston. However, in autotrophic
conditions (2008), no such relationship was observed, probably because other food cues
were involved in the settlement process. Nevertheless, we have clearly demonstrated that
settlement peaks in both years were triggered by a pulse of autotrophs irrespective of the
trophic environment throughout the season. In addition, we validated our second
hypothesis (H2) linking recruitment success to a match/mismatch with the seston EFA at
the scale of the reproductive season: a mostly autotrophic production with abundant EFA
results in higher mussel recruitment than a heterotrophic production with higher saturated
fatty acids. For the first time, we demonstrated not only a bottom-up influence of
planktonic production on settlement, but also the importance of the quality of trophic lipids
on recruitment in a marine bivalve. The two processes act independently of each other, and
the ‘trophic settlement trigger’ is complementary to the match/mismatch by substantially

improving recruitment success when present.
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APPENDIX A

1. Fatty acids analysis

Filters were stored under nitrogen at -80 °C in dichloromethane-methanol (2:1, v/v)
containing BHT antioxidant (3,5-Di-ter-butyl-4-hydroxytoluene; 0.1 %, w/v). Fatty acid
methyl esters (FAME) were extracted in hexane through direct transesterification (Lepage
and Roy 1984), i.e., without prior extraction or purification, using sulfuric acid—methanol
(2:98, v/v) and toluene—methanol (2:3, v/v). In 2007, FAME were run on Varian CP3900
gas chromatograph equipped with a fused silica Omegawax 320 capillary column (Supelco
Inc., Bellefonte, PA, USA); chromatograms were analyzed using the Star Chromatography
Workstation v.5.51 software (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA). In 2008, FAME were
analyzed in MSMS scan mode (ionic range: 60 — 650 m/z) on a Polaris Q ion trap coupled
to a Trace GC (Thermo Finnigan, Mississauga, ON, CA) equipped with a Valcobond VB-5
capillary column (VICI Valco Instruments Co. Inc., Broakville, ON, CA); data were treated
using Xcalibur v.1.3 software (Thermo Scientific, Mississauga, ON, CA). For both years,
FAME were identified by comparing retention times with known standards (Supelco 37

Component FAME Mix and menhaden oil; Supleco Inc., Belfonte, PA, USA).

2. Flow cytometry

Samples (4.5 mL) of pre-filtered surface water (20 um square mesh) were fixed with
glutaraldehyde (0.1 % final v/v) and analyzed using an Epic Altra flow cytometer
(Beckman Coulter Inc., Fullerton, BC, CA) fitted with a 488 nm laser operated at 15 mW,
with a flow rate set to 60 microliters per minute. Data were analyzed with the Expo32
v.1.2b software (Beckman Coulter Inc., Fullerton, BC, CA). Heterotrophic bacteria were
quantified in diluted samples stained with SYBR Green I nucleic acid bounder (Molecular
Probes Inc., OR, USA), and they were separated according to their nucleic acid content
following Belzile et al. (2008; LNA and HNA for low and high nucleic acid, respectively).
Pigmented cells (eukaryotes and cyanobacteria) were separated from other cells through
their natural fluorescence; the pico (0.2—2 um) and nano (2-20 um) size classes were
considered by using green-fluorescent microspheres (Polyscience Inc., PA, USA) as an

2 uminternal size standard (Tremblay et al. 2009).
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APPENDIX B

1. Influence of date on mussel larvae, settlement, and recruitment, seston, and

environmental conditions in BHA in 2007 and 2008 7.

Dependant 2007 2008
variables df F p df F p
Larvae
Veligers 24 2793  <0.0001 24 597 <0.0001
Pediveligers 24 8.88  <0.0001 24 6.25  <0.0001
Larval size 24 6761  <0.0001 23 23.15  <0.0001
Settlement 10 7588  <0.0001 27 2351  <0.0001
Recruitment 10 185.78  <0.0001 11 263  <0.0001
Seston
TPM 13 827  <0.0001 27 8.71  <0.0001
POM 13 5.60 <0.0001 27 371  <0.0001
POM/TPM 13 2089  <0.0001 27 441  <0.0001
Bacteria n.a. 19 2683  <0.0001
HNA bacteria n.a. 19 2305 <0.0001
HNA/bacteria n.a. 19 1635 <0.0001
Picocyanobacteria n.a. 19 63.14  <0.0001
Nanocyanobacteria n.a. 19 1289  <0.0001
Picoeukaryotes n.a. 19 4127  <0.0001
Nanoeukaryotes n.a. 19 2126  <0.0001
MTFA 6 11.11  <0.0001 20 2.34  <0.0001
% SFA 6 93.83  <0.0001 20 7.65 <0.0001
% MUFA 6 15697 <0.0001 20 8.67  <0.0001
% PUFA 6 3038  <0.0001 20 8.71  <0.0001
% EFA 6 3061  <0.0001 20 108  <0.0001
Environment
Temperature 24 42640  <0.0001 27 59891  <0.0001
Salinity 24 5400 <0.0001 27 4573  <0.0001

T Results of mixed-model ANOVAs with dates (7<n<28) and stations (2<n<S8) as repeated and random
factors;

n.a.=non avalaibale; TPM and POM = total and organic particulate matter; HNA = high nucleic acid;
MTFA = mass of'total fatty acids; SFA, MUFA, and PUFA = saturated, monounsaturated, and
polyunsaturated fatty acids; EFA = essential fatty acids (= AA + EPA + DHA).
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2. Summary of the stepwise selection of the regression model computed to explain the

temporal variation of the mussels’ settlement rate in 2008 (17 dates with n = 3 per date) .

Step  Entered variable Partial R> Model R* C(p) Fvalue Pr>F
1 Picoeukaryotes 0.5932 0.5932 543145 3937 <0.0001
2 Nanoeukaryotes 0.1948 0.7880 17.8092 2390 <0.0001
3 Picocyanobateria 0.0383 0.8264 124272 5.52 0.0270

T 19 variables were entered in the model: pediveliger concentration; larval size; TPM and POM content; POM/TPM; total and HNA
bacteria concentration; HNA/total bacteria; picocyanobacteria, nanocyanobacteria, picoeukaryotes, and nanoeukaryotes concentration;
SFA, MUFA, PUFA, and EFA proportion; MTFA; temperature; and salinity.
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APPENDIX C

Monitoring of mussel spawning in BHA in 2007 and 2008 7.

2007 2008
Gonado-somatic index
n=3 [05 - n=3
0.4 —
0.3 -
—02 -
0.1 -
lIIEIIEIE'IIIEIIEI'Il:ll;lllllllllllllll 0-0 Ill'l:ll:lr:I?I:IIIIEI?IIIIIIIIIIIII
T06-1118-25  40-47 TO 7-1421-28  44-49
May Jun Jul Aug Sep May Jun Jul Aug Sep

1 Gonado-somatic index (GSI) were calculated for 10 adults (> 50 mm shell length) harvested from each
mussels bed (n=3). A rapid GSI decrease indicates spawning (Myrand et al. 2000). Results of repeated
mixed-model ANOVAs testing the temporal variation: i) F;=1993, p<0.0001 in 2007, and ii)
F)=12.33,p<0.0001 in 2008. * indicates a significant variation between two successive dates (p <0.05).
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CHAPITRE 2
EFFET DE L’AGE DU BIOFILM SUR LA FIXATION DE MYTILUS EDULIS

Ce deuxieme article, intitulé « Effect of the biofilm age on Mytilus edulis settlement »,
fut corédigé par moi-méme, les professeurs Isabelle Linossier, Nathalie Bourgougnon,
Bruno Myrand, Frédéric Olivier, Connie Lovejoy, et Réjean Tremblay, ainsi que ma
collégue Vani Mohit. La version présentée ici sera soumise au journal Bioufouling au début
de I’année 2012. En tant que premier auteur, ma contribution a ce travail fut I’essentiel de
la recherche sur les caractéristiques du biofilm et son influence sur la fixation des
invertébrés marins, 1’¢laboration du plan d’échantillonnage, la réalisation des
expérimentations sur le terrain, les analyses en laboratoire, le traitement statistique des
résultats et la rédaction de 1’article. Les professeurs B. Myrand, F. Olivier et R. Tremblay
ont fourni 1’idée originale et ont aidé a la définition de la problématique, a 1’¢laboration du
plan d’échantillonnage ainsi qu’a la révision de [Darticle. Les professeures
Isabelle Linossier, Nathalie Bourgougnon et Connie Lovejoy ont apporté au projet leur
connaissances et savoir-faire quant a 1’étude des communautés microbiennes en participant
a I’¢laboration du plan d’échantillonnage ainsi qu’a la révision de 1’article. Spécialisées
dans le développement du biofilm, mesdames Linossier et Bourgougnon m’ont accueilli
dans leur laboratoire en octobre 2010. Au cours de ce stage, j’ai analysé les biofilms au
microscope électronique tandis que madame Linossier s’est chargée de 1’analyse au
microscope confocal. Mademoiselle V. Mohit a réalisé la caractérisation génétique des

différents biofilms et rédigé la partie relative a cette analyse.
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2.1 RESUME

I est généralement admis qu’un biofilm vieillissant améliore la fixation des larves de
moule, mais peu d’informations existent quant a la structure et la composition taxonomique
du biofilm. Dans la présente étude, I’objectif était de caractériser des biofilms multi-
spécifiques a différents ages (1, 2 et 3 semaines), et de tester leur influence, en milieu
naturel, sur la fixation de la moule bleue (Mytilus edulis). Dans la mesure ou le biofilm
constitue une ressource trophique non-négligeable pour les larves, sa qualité lipidique du
biofilm pourrait constituer un critére de sélection pour la fixation. Ainsi, nous avons posé
I’hypothése que la proportion relative d’acides gras essentiels dans le biofilm augmente
avec le vieillissement. Globalement, le taux de fixation fut supérieur sur les biofilms agés
de plus d’une semaine, et cela serait reli¢ a un changement d’abondances et de composition,
plutdt qu’a un changement de qualité. Néanmoins, 1’influence du biofilm fut nulle dans des
conditions de floraison phytoplanctonique, suggérant que les signaux issus du pélagos ont
plus d’influence que ceux émis par le biofilm. Ainsi, la métamorphose des larves de moule
dépendrait des caractéristiques du biofilm uniquement lorsque les conditions trophiques

sont limitées.
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2.2 EFFECT OF THE BIOFILM AGE ON MYTILUS EDULIS SETTLEMENT
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ABSTRACT

Biofilm ageing is commonly assumed to improve mussel settlement on artificial
substrates but the structure and taxonomic composition of biofilms remains unclear. In the
present study, multi-species biofilms were characterized at different ages (1, 2, and
3 weeks) and their influence on blue mussel (Mytilus edulis) settlement was tested in the
field. As biofilms could constitute a consistent food resource for larvae, the lipid quality
may be a selection criterion for settlement. Lipid quality, defined as the related essential
fatty acid proportion was hypothesized to increase with biofilm age. Overall mussel
settlement increased on biofilms older than one week, and the enhanced settlement
corresponded to abundances and composition rather than to essential fatty acids levels.
However, the positive influence of biofilm was not detected during a phytoplankton bloom,
suggesting that pelagic cues are stronger than those associated with biofilms. Biofilm
influences mussel metamorphosis and this is more likely to occur when planktonic

resources are limited.
Keywords

Mytilus edulis; settlement enhancement; biofilm; bacteria; eukaryotes; fatty acids.



INTRODUCTION

All substrates immersed in water become colonized by living organisms defined as a
biofilm (Palmer & White 1997). The biofilm starts with the colonization of microfouling
organisms and its complexity increases as the substrate remains immersed. An organic
matrix made up of proteins and carbohydrates develops rapidly on the substrate and
enhances the fixation of additional pioneer bacteria, followed by microalgae (mainly
diatoms), sponges and ciliate protists. Over time biofilms are augmented by the settlement
of macrofouling organisms, such as macroalgae or invertebrate larvae (Wahl 1989,
Kristensen et al. 2008). These communities are regulated by top-down physical and
bottom-up biological factors (Thompson et al. 2004). The settled organisms exude organic
compounds, which create the matrix that embeds the entire community. This matrix, an
important component of the biofilm, is primarily composed of extracellular polymer
substances (EPS), which vary in composition depending on species, cell concentrations and

trophic conditions of the biofilm (Decho 1990, Stal 2003, Wotton 2004).

Microbial biofilms classically enhance settlement (Lau et al. 2005) and facilitate
adhesion of invertebrates (Zardus et al. 2008), even if scenarios of inhibition are frequently
described (Todd & Keough 1994, Olivier et al. 2000). The settlement intensity may depend
on biofilm characteristics, such as surface chemistry, wettability, and biological
exoproducts (Qian et al. 2007). The influence of biofilm age on larval settlement is reported
to be quantitative since biofilm age is also linked to bacteria and diatom densities (Rahim et
al. 2004, Bao et al. 2007a) which is thought to enhance larval settlement. Biofilm age could
also determine microbial community structure (Wieczorek & Todd 1997) and community
metabolic activity (Satuito et al. 1995). However, there are few reports on structure and
dynamics of the surface-colonizing microbiota in natural aquatic environments (Jones et al.

2007, Dang et al. 2008)

Mussel settlement in particular is positively correlated with biofilm age (Bao et al.

2007a, Peteiro et al. 2007), however specific properties of biofilms that influence habitat
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selection process are not well known. Mussel larvae respond to bacterial bio-chemical cues
present at the substrate surface as well as in the surrounding water (Satuito et al. 1995, Bao
et al. 2007b, Ganesan et al. 2010). Laboratory studies indicate that mussel settlement may
also be induced by artificial pharmacological substances (Dobretsov & Qian 2003) such as
neuroactive compounds or organic solvents (Satuito et al. 1999, Yang et al. 2008).
However larval responses under natural conditions may not be accurately reflected in
laboratory studies (Wieczorek & Todd 1997) and the perception of cues by larvae leading
to settlement are poorly understood (Hadfield 2011).

In addition, fouling organisms could constitute an important trophic resource for
ready to settle pediveligers and early developmental stages of post-larvae via pedal-feeding
(Veniot et al. 2003, Cannuel et al. 2009). Little information is available for Mytilus species,
but previous works on Patinopecten yessoensi showed that the only presence of benthic
food could sustained the post-larval growth (O Foighil et al. 1990). Accordingly, Gatenby
et al. (1997) showed that Villosa iris (freshwater mussel) post-larvae feeding on benthos
could develop normally during 140 days. Overall, the quality of biofilm lipids could be a
selection criterion for larvae to settle since some polyunsaturated fatty acids (PUFA), such
as arachidonic, eicosapentanoic, and docosahexaenoic acids (AA, EPA, and DHA,
respectively), have been considered essential fatty acids (EFA) for the metamorphic success
of bivalve larvae (Delaunay et al. 1993, Soudant et al. 1998, Pernet et al. 2005, Gagné et al.
2010). However, most studies on lipid food quality have been on the microphytobenthos

and little data are available for biofilms (Middelburg et al. 2000, Coelho et al. 2011).

The objectives of the present study were 1) to induce biofilms on artificial substrates
submerged in natural lagoon water with an aim to characterize the biofilms over one, two
and three weeks in terms of cell density, biomass, species composition and lipids ii) to test
the effect of biofilm age, through field experiments on the settlement rate of blue mussel
spat (Mytilus edulis, L 1758). The specific hypotheses tested were: mussel larval settlement
rate increases with the biofilm age (H1) and this rate is linked to the EFA content of the
biofilms (H2).



79

MATERIALS AND METHODS

Study site

The study was carried out in the les de la Madeleine, an archipelago located in the
Southern part of a semi-closed sea, the Gulf of St. Lawrence. Polypropylene (PP) collectors
were conditioned in a wet laboratory continuously supplied by running lagoon water. Once
biofilms were established, field tests on mussel settlement were carried out in the Bassin du
Havre-Aubert (BHA, 3 km?, 2-3 m depth; Figure 18). The BHA constitutes the main area of
spat collection for local mussel farmers; spat is collected on PP ropes suspended in the

water column.

80°W  70° 60°

60°N
61 ‘;50' 61"[40' 61 ‘;30’
i fles de la Madeleine
500 Québec
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47204 ff e
0 10 Km
47°10 L ———
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1

Mussel farming concessions

L1 Sampling stations 500 m

Figure 18: Study site for the biofilm conditioning and sampling design for the test on mussel’s settlement.
BHA : Bassin du Havre-Haubert.
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Sampling design

Two sets of experiments were conducted in 2008 and 2009 (Table 4) at three different
experimental stations located within (I and II) and close to (IIT) the commercial site of spat
collection (Figure 18). In 2008, temporal variability was investigated by way of three
experiments repeated over the summer (S1-S3 sessions). In 2009 (S4 session), specific
structures were conditioned together with mussel spat collectors to analyze finely the

biofilm features (molecular to microscopic analyses).

Table 4: Schedules for biofilm conditioning and settlement experimentation in BHA with the beginning date
and the duration (dd/mm (day)), and the average temperature for each session.

. Biofilm conditioning in tank Settlement in BHA
Year Session + ; ;
T3 T2 T1 Temp (°C) Start Temp (°C)
S1 05/06 (21) 12/06 (14) 19/06 (7) 13.1 26/06 (4) 15.6
2008 S2 19/06 (21) 26/06 (14) 03/07 (7) 15.7 10/07 (4) 18.7
S3 03/07 21) 10/07 (14) 17/07 (7) 18.6 24/07 (4) 224
2009 S4 16/07 21) 23/07 (14) 30/07 (7) 188 06/08 (7) 21.1

" Tx = x weeks-old biofilm.
Biofilm and mussel settlement

Mussel spat collectors were similar to those used by mussel farmers and made up
with PP ropes (1.3 m length, 1.3 cm diameter). For biofilm conditioning, they were pre-
washed in absolute alcohol and incubated in a 1 675 L tank continuously supplied with
lagoon water, that had been filtered through a 45-55 um porosity sand filter (Sta-Rite Pool
Inc., Mississauga, ONT, CA) to remove large particles such as invertebrate larvae. The
inflow was maintained at a constant rate of 12 L min™, and the overflow was continuously
flushed out via a drainage pipe. The water temperature in the tank was measured each day.
The collectors were incubated 1, 2 or 3 weeks, thus providing three biofilm treatments of

increasing age labeled T1, T2 and T3, respectively (Table 4).

Then, conditioned collectors were transferred to the three experimental stations in

BHA and immersed together with unconditioned collectors acting as control (n =3 per



biofilm age and per station) for 4 day in 2008 (S1-S3 sessions) and 7 days in 2009 (S4
session; Table 4, Figure 18). The seawater temperature was measured each day. In the
laboratory, settled post-larvae were counted under stereomicroscope at a 10X magnitude
(MZ75, Leica Microsystems SA., Richmond Hill, ONT, CA) to assess the settlement rate
(ind m™ d'). During both years, the abundance of pelagic competent larvae and the
settlement rates on commercial collectors were monitored seasonally as described in
Toupoint et al. (Submitted). Briefly, 1 000 L of seawater was sampled from 0.5 to 2 m
below the surface (n=3 per station), immediately sieved (80 and 390 um square mesh),
and the material retained on small sieve was held in 80 um filtered seawater on ice until

larval identification and numbering according to Aucoin et al. (2004).
Biofilm characterization

In 2009 (S4 session), roughened pre-cut PP sheets (9 bands of 22.9 cm length X
1.27 cm width, Gemex Inc., Granby, QC, CA) were incubated in tandem with the mussel
spat collectors, according to the same procedure previously described.. Such structures
were used for further biofilm characterization, as the 3-D structure of the collector ropes
was not amenable to all of our analyses. Different sizes of bands were sampled on the PP

sheet (n= 3 per biofilm age) to characterize the biofilm as follow (Table 5):

Table 5: List of the parameters and the associated dimensions of samples for the biofilm
characterization in 2009 ($4).

Parameters Analysis L (cm) PSl: dbeands Surf (cm?)
a) Biomass dry weight 914 recto 116.1

b) Abundances FCM 229 recto-verso 58.1

c) Diversity rRNA 102 recto-verso 258

d) Lipid quality FAME the same as in i), performed after weighing
e) Structure CLSM 2.5 recto 32

f) Imaging SEM 2.5 recto 3.2

n =3 PP bands per biofilmage. FCM = flow cytometry; rRNA = ribosomal ribonucleic acid; FAME = fatty
acids methyl esters; CLSM = confocal laser scanning microscopy; SEM = scanning electronic microscopy
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a) BIOMASS was collected with a sterile razor and gently placed onto pre-combusted and
pre-weighted glass-fiber filters (GF/F, Whatman Ltd, Maidstone, England). Filters were
air-dried in petri dishes for 30-60 minutes and weighed to estimate the biofilm biomass (mg
cm’™).

b) ABUNDANCES of bacteria, pico/nano cyanobacteria and eukaryotes were determined
using flow cytometry (FCM). Sampled bands were placed in 80 mL aliquots of seawater
which had been previously filtered through autoclaved GF/F filters. Cells were detached
from the bands by sonication (3 minutes at 50/60 Hz Bransonic, Branson Ultrasonics Corp.,
Danbury, CT, USA) and a 4.5 mL subsample of water containing the detached cells was
preserved with glutaraldehyde (0.1 %, final v/v) and left at -80 °C until staining and FCM
analysis.

c) DIVERSITY of bacteria and eukaryotes was assessed via cloning and sequencing of the
16S and 18S ribosomal ribonucleic acid (rRNA) genes, respectively. The sampled PP bands
were stored in 1.8 mL of buffered lysis solution (40 mmol L' EDTA, 50 mmol L Tris,
0.75 mol L sucrose, pH = 8.3) at -80 °C until further DNA extraction and clone library
construction.

d) LIPID QUALITY was evaluated on filters used in i), which were stored under nitrogen
in pre-cleaned amber glass vials with Teflon liner caps containing 3 mL DCM-MeOH (2:1,
v/v) and 3,5-Di-ter-butyl-4-hydroxytoluene (BHT; 0.1 %, w/v; antioxidant; Kraffe et al.
2002) at -80 °C until fatty acids transesterification and GC-MS analysis. Seston lipids were
also evaluated by sampling water from the tank inflow at the end of each conditioning week
(n=23). Duplicates (2 L) were filtered through GF/F pre-combusted and pre-weighed glass-
fiber filters, which were stored as described above.

e) SPATIAL STRUCTURE was quantitatively studied by confocal laser scanning
microscopy (CLSM). Samples were fixed in cold 4 % paraformaldehyde (PFA, 4 °C,
2 hours), triple-washed in ice-cold 1x phosphate buffered saline (PBS, 0.01 M P-PO43'),
and stored in ice-cold mix of 1x PBS—-96 % ethanol (1:1, v/v) until staining and CLSM

observation.
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f) IMAGING of organisms on biofilm was performed using scanning electron microscope
(SEM). Samples were fixed in cold 3% glutaraldehyde (4 °C, 2 hours), triple-washed in
phosphate buffer (0.1 M, pH 7.35, 10 min soaking), progressively dehydrated in a series of
increasing anhydrous alcoholic solutions (50 %, 70 %, and 95 %, 10 min soaking), and

stored in absolute alcohol until desiccation, coating and SEM observation.
Laboratory procedures

Flow cytometry (FCM)

Samples were analyzed with an Epics Altra flow cytometer (Beckman Coulter Inc.,
Fullerton, BC, CA) equipped with a 488-nm blue laser operating at 1 mW. Green-
fluorescent microspheres (2 um, Polyscience Inc., Warrington, PA, USA) were used as an
internal size standard and the flow rate was set to 60 pL min". The identification of
autotrophic cells (eukaryotes and cyanobacteria) was based on their natural cellular
fluorescence: red for chlorophyll and orange for phycoerythrin). Distinction between pico
(0.2-2 um) and nano (2-20 um) fractions was made for both eukaryotes and cyanobacteria
following Tremblay et al. (2009). The quantification of heterotrophic bacteria with low
nucleic acid (LNA) or high nucleic acid (HNA) was made according to Belzile et al. (2008)
protocol. Diluted samples (20 % in TRIS-EDTA buffer pH8) were stained with
SYBR Green I probes (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA), which bound to nucleic
acid. Data analyses were performed with the Expo32 software (Beckman Coulter Inc.,
Fullerton, BC, CA). Abundances of each community were expressed in number of cells per

centimeter square of substrate.
Genetic analysis

DNA Extraction. Samples were thawed and treated with lysozyme and proteinase K
(Diez et al. 2001) followed by a bead beating step to improve lysis of cell walls (Muller et
al. 1998). DNA was then extracted using a modified saline extraction protocol (Aljanabi &
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Martinez 1997). Following extraction DNA was eluted in 1x TE buffer (10 mM Tris-HCL,
1 mM EDTA, pH =7.5) and stored at -80 °C.

16S rRNA and 18S rRNA gene Clone Library Construction. The bacterial 16S
rRNA gene was amplified by using Polymerase Chain Reaction (PCR) with the universal
bacterial primers 8F (5° - AGAGTTTGATCCTTGGCTCAG — 37) and 1492R (5° —
GCYTACCTTGTTACGACTT - 3’) (Galand et al. 2008). Eukaryotic 18S rRNA gene was
amplified using the primers NSF4/18 (5° — CTGGTTGATYCTGCCAGT - 37) and
NSR1787/18 (5° - CYGCAGGTTCACCTACRG - 3") (Hendriks et al. 1991). Separate
PCR reactions were run in triplicates in a 50 pL reaction solution consisting of 1, 2 or
2.5uL of DNA template, 1x Phusion® HF Buffer, 200 um of each deoxynucleoside
triphosphate, 0.5 uM of each forward and reverse primer, and 0.02U pl” Phusion® DNA
polymerase (New England Biolabs, Inc., Ipswich, MA, USA). Both 16S and 18S rRNA
gene amplifications were performed on a Bio-Rad C1000 thermal cycler with the following
amplification program: initial denaturation at 98 °C for 30 sec, 30 cycles at 98 °C for
10 sec, annealing at 55 °C or 53 °C (16S or 18S rRNA gene respectively) for 30 sec,
extension at 72 °C for 30 sec and a final extension at 72 °C for 4.5 min. The size of PCR
amplicons was verified by electrophoresis on 1 % agarose gel. The PCR products were
purified using the Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen Sciences Inc., Germantown, MD,
USA) and cloned with Strataclone PCR cloning kit using the manufacturer’s protocol
(Agilent Technologies Inc., Wilmington, DE, USA). Positive clones were sequenced in
both 5" and 3" directions at the Centre Hospitalier de 1’Université Laval (CHUL, Québec,
QC, CA), with an ABI 3730xl system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The
universal primers M13-F20 and M13-R17 for the bacterial 16S rRNA gene and NSF 4/18
and NSR 1787/18 for the eukaryotic 18S rRNA gene were used for sequencing. The nearly
complete SS rRNA genes were assembled using the SeqMan 5.03 (1989 — 200, DNASTAR
Inc, Madison, WI, USA). MOTHUR software (Schloss et al. 2009) was used for the
alignment and badly aligned sequences were eliminated. The remaining sequences were
identified using the Ribosomal Database Project (RDP) pipeline (Cole et al. 2007) for the

bacterial sequences. Eukaryotic sequences were taxonomically identified by blasting the



sequences against nucleotide sequences (nr/nt) in the NCBI database using the BLASTn
search (Note 1). Sequences were classified at the genus level when similarity > 98 %, at the
class/order level when similarity > 95 %, at the sub-group level when similarity > 90 % and

at the group level when similarity < 90 %.
Fatty acids composition

Fatty acids methyl esters (FAME) were prepared for both the biofilm and the
conditioning water by direct transesterification without prior extraction or purification
using sulphuric acid-methanol (2:98, v/v) and toluene-methanol (2:3, v/v), heated at 100 °C
under nitrogen (Lepage & Roy 1984). The organic phase (which contains FAME) was
concentrated in hexane to 200 uL and FAME were analyzed on a Polaris Q ion trap
coupled to a Trace GC (ThermoFinnigan) equipped with a phenyl-dimethylpolysiloxane
(5:95) Valcobond VB-5 (30 m x 0.25 mm id, VICIValco instruments Co. Inc., Broakville,
ON, CA) capillary column with high purity helium as a carrier gas. FAME detection and
quantification were performed in MSMS scan mode with the following positive ion range:
m/z = 60-650 amu. FAME were identified via their ionic spectrum and most of them were
validated by using known standards (Supelco 37 Component FAME Mix and menhaden
oil, Supleco Inc., Belfonte, PA, USA). The data acquisition and treatment were done with
Xcalibur v.1.3 (Thermo Scientific, Mississauga, ON, CA). Biofilm lipid quality was
characterized by the mass of total fatty acids (MTFA; microgram per milligram of biofilm)
and by the fatty acid composition (%).

Confocal laser scanning microscopy (CLSM)

Samples were stained for 10 min with 5 uM Syto 61 Red (Invitrogen, Paisley, United
Kingdom) before CLSM observations which were performed with a TCS-SP2 microscope
(Leica Microsystems, Heidelberg, Germany) using a 63X immersion objective. Excitation
and emission wavelengths were 633-nm and 645-nm, respectively. Image stacks were taken
every micrometer at 4-5 random positions using Leica LAS AF software (Leica

Microsystems CMS GmbH), which provides final three-dimensional (3D) images. CLSM
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images were analyzed with COMSTAT software (Heydorn et al. 2000) to determine

biofilm structure by estimating maximal and average thicknesses, and biovolume.
Electronic microscopy

Samples were dried to critical point with ethanol in a CPD 030 Bal-Tec Critical Point
Dryer (BalTec A.G., Balzers, Leichtenstein) using CO, as a transitional fluid. Fives flushes
of CO, were made to reach critical point. Samples were then mounted on aluminium stubs
and coated for 2 min at 20 mA with gold/palladium alloy using a Scancoat 6 sputter coater
(Edwards Ltd., Crawley, UK). The observations of biofilm community were carried out
using a JSM 6460LV Scanning Electron Microscop (JEOL Ltd., Tokyo, Japan) at 10 kV
voltage and with a mean 10-mm distance from the electron gun. Pictures were acquired

using the SEM control User Interface v6.04 software (JEOL Ltd., Tokyo, Japan).
Data analysis

Mixed-models repeated measures and two-way ANOVAs were performed to test
1) the effect of session and station on larval concentration and settlement rate in BHA, and
i1) the effect of biofilm age and station on densities of newly settled post-larvae for each
sampling session in BHA (from S1 to S4), respectively. Mixed-model repeated measures
ANOVAs were performed for biofilm characteristics (biomass, fatty acids, abundances,
diversity, and structure), and based on an autoregressive structure in order to integrate the
relative distance between each biofilm age. Kenward-Roger correction was applied for the
computation of errors freedom degrees when using mixed-model. To prevent Type 1 errors
when analyzing the FA matrix, tests were firstly conducted on major FA groups: saturated
(SFA), monounsaturated (MUFA), polyunsaturated (PUFA) and essential fatty acids
(EFA). When significant effect occurred within groups, tests on individuals FA were
performed by applying a sequential Bonferronni correction. Detailed fatty acids (FA)
profiles of biofilm and conditioning water were compared together via t-test on individuals
FA. The normality of the data sets was verified by a Shapiro-Wilk test and variances

homoscedasticity was controlled through direct observation of residuals and data were



transformed when needed (log or BoxCox and arcsin (sqrt) for percentages). When a
significant effect was observed (p <0.05), a posteriori pairwise comparisons were
performed between successive biofilm ages. Analyses were carried out using SAS v.9.2

(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

Bacterial and unicellular eukaryotic SSrRNA clone libraries were analyzed
separately using PRIMER v6.1.12 software (Clarke & Gorley 2006) with PERMANOVA+
v.1.0.2 (Anderson et al. 2008). Mean values of the genus richness, and the Shannon and
Simpson indexes were calculated on the raw data for each biofilm age. Very useful when
comparing similar ecosystems, Shannon and Simpson indexes reflect the probability that
two random individuals belong to the same species. These two indexes vary in opposite
ways and Simpson calculator is insensitive to rare species. Data were log (1+y) transformed
in order to downweigh the importance of the highly abundant organisms (Clarke 1993) and
Bray-Curtis distance measures were used to calculate the distances among the samples.
Non-metric multidimensional scaling (NMDS) ordinations were performed to describe
relationships among the bacterial and unicellular eukaryotic communities of replicate
treatments. NMDS uses the rank of distances instead of raw-distances, thus avoiding
distortions due to non-normal distribution of the abundance data (McCune & Grace 2002).
PERMANOVA, which is a multivariate permutation ANOVA, was used to determine if
there are significant differences among the biofilm ages in terms of bacterial and eukaryotic
communities respectively. To determine which taxa contribute the most to the dissimilarity

among the treatments, a one-way crossed SIMPER test was performed on raw data.
RESULTS

Influence of biofilm age on mussel settlement

The density of competent larvae in the water column differed significantly between
sessions (Fi3 126 =8.11, p=0.0029), with no difference between stations and no
session x station interaction. Ranging from 0.14 + 0.07 (S4) to 4.0 £ 0.4 ind L (S3), this
density was significantly higher for S3 than for the three other sessions. Significant
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session x station interaction was observed for the mussel settlement rates (Fg24)= 10.19,
p <0.0001), which ranged from 8.7 +0.1 (stationI at S4) to 194.3+31.5ind m™' d
(station IIT at S2).

The effect of biofilm age on mussel settlement varied among the sessions and there
were significant biofilm age x station interactions during every session. Except during the
S2 session, the settlement rate was enhanced on conditioned collector, particularly once the

biofilm reached two-weeks-old (Figure 19).
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Figure 19: Mussels’ settlement rate as a function of biofilm age in BHA for every session.
Mean + SE (n=3); TO = control and Tx =x weeks-old biofilm; results of 2-
ways ANOVAs; letters indicate significant differences (p <0.05). Warning on

vertical scale variations.



Biofilm characterization in 2009 (S4)

The dry biomass of the biofilm attached to the substrate did not vary significantly
with age (Table 6a), with a global mean value 0f 0.9 = 0.04 mg cm™.

Table 6: Results of repeated measures ANOVAs investigating

the temporal evolution of the biofilm characteristics in

2009 (S4).
] Repeated mesures ANOVAs
Dependent Variables
F df p-value

a) Biomass 052 2,5 0.6233
b) Abundances

Total bacteria 1451 2,4 0.0126

HNA bacteria 1652 2,4 0.0105

Picocyanobacteria 2.61 2,6 0.1528

Nanocyanobacteria 1.01 2,6 0.4186

Picoeukaryotes 1333 2,6 0.0062

Nanoeukaryotes 1398 2,6 0.0055
¢) Diversity

Bact. genus richness 134 2,6 0.3292

Bact. Shannon index 197 2,6 0.2195

Bact. Simpson index 1.56 2,5 0.2972

Euk. genus richness 056 2,5 0.6055

Euk. Shannon index 248 2,5 0.1785

Euk. Simpson index 276 2,5 0.1557
d) Lipid quality

MTFA 8.64 2,5 0.0239

2 SFA 1.52 2,5 0.3042

2~ MUFA 038 2,5 0.7016

¥ PUFA 055 2,5 0.6097

¥ EFA 506 2,5 0.0629

Bold value indicates a significant effect (p<0.05). Bact.= bacteria;
Euk. =eukaryotes; MTFA = mass of total fatty acids; SFA, MUFA,
PUFA and EFA =saturated, monounsaturated, polyunsaturated and
essential fatty acids; HNA = high nucleic acids content



90

The bacterial community

Densities of total and high nucleic acid (HNA) bacteria increased significantly from
T2 to T3 biofilms, by approximately doubling their values and reaching 7.4 £ 0.2 and
5.1 £ 0.3 millions of cells cm?, respectively (Table 6b, Figure 20a). In fact, the HNA
component dominated the bacterial community, accounting from 63 to 69 % whatever the
biofilm age. Concentrations of pico- and nano-cyanobacteria exhibited mean values of
1 067.6 =258.0 and 36.8 + 5.2 cells cm™, respectively. They did not differ significantly
with the biofilm age despite the tendency for an increase, especially for picocyanobacteria
(Table 6b, Figure 20b). There were no significant differences among the three treatments
neither in terms of genus richness nor diversity indices of the bacteria communities
(Table 6¢, Figure 20e) The NMDS showed that the bacterial communities on the older
biofilms T2 and T3 were more similar to each other than to biofilm T1 (Figure 20g).
Results from the univariatt PERMANOVAs showed an overall significant difference
among the bacterial communities from the three treatments, but no significant difference
was detected when doing pairwise comparisons (Table 7). The SIMPER analysis showed
that 11 genera from the «classes Planctomycetacia, Alphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria and Actinobacteria (Table 8) explained at least 44 % of the
dissimilarity between the bacterial communities from biofilm T1 and the older biofilms T2
and T3. However according to the repeated measures ANOVAs, the distribution of only
two genera namely the Alphaproteobacteria Loktanella and the Gammaproteobacteria
Teredinibacter was significantly different on the biofilm T1 comparatively to the older
biofilms T2 and T3, where they were not detected or very low in abundance (Table 8,
Appendix 1). The pie-charts (Figure 21a) show that the three main bacterial Classes on the
biofilm belong to the Plantomycetacia, Alphaproteobacteria and Gammaproteobacteria.
The Alphaproteobacteria, which is dominant on the T1 biofilm, seems to be gradually
taken over by the Planctomycetacia. The Alphaproteobacteria decreased in proportion
from 42% on biofilm T1 to only 18 % on biofilm T3, while the Planctomycetacia increase
from 26 % on T1 to 39 % on T3. With increasing biofilm age, more bacterial classes

appeared in the clone libraries; however this was not reflected in the richness and diversity



indices. There were bacterial classes unique to each biofilm age belonging to the
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Gemmamonidetes (T1), Lentisphaeria (T1), Betaproteobacteria (T2), Acidobacteria Gp 10

(T3) and Deinococci (T3). There were also a few shared classes between biofilms T2-T3

(class Caldilineae and unclassified bacteria).

Table 7: Results from univariate PERMANOV As investigating differences in bacterial (a) and eukaryotic

(b) communities between biofilm ages in 2009 ($4).

Unique
PERMANOVAs df Ss MS Pseudo-F/t P(perm)  perms
a- Bacteria
Age 2 5664.1 2832.1 1.6747 0.0133 280
Global Residuals 6 101470 1691.1
Total 8 158110
T1 vs T2 1.2667 0.0996 10
Pairwise T1 vs T3 1.5030 0.1036 10
T2 vs T3 1.0875 0.2978 10
b- Eukaryotes
Age 2 93705 46852 1.0067 0.4766 280
Global Residuals 6 27923 465.39
Total 8 37294

Tx = x weeks-old bio film. Bold value indicates a significant effect (p<0.05).

The eukaryotic community

From the whole unicellular eukaryotic community, picoeukaryotes were the only
component whose density increased significantly from T1 to T3, by nearly quintupling its
value from 9 089 =1 231 at T1 to 44 888 + 15 085 cells cm™ at T3 (Table 6b, Figure 20c¢).
The nanoeukaryotes density only significantly increased from T2 to T3 biofilms,
approximately doubling to 26 509 = 8 046 cells cm? (Table 6b, Figure 20c). Similar to the
bacterial communities, there was no significant difference among the three biofilms in
terms of Eukaryotic genus richness (Table 6¢, Figure 20f). For the unicellular eukaryotic
communities, no clear patterns can be deduced from the NMDS (Figure 20h). According to

the univariate PERMANOVAs, no overall significant difference was found with biofilm

ageing (Table 7), confirming the observation from the NMDS calculations.
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Figure 20: Characterization of bacterial and eukaryotic communities of each biofilm age in 2009
(S4).
a—c) the bacteria, cyanobacteria, and eukaryotes concentrations, d) the mass of total
fatty acids of both communities confounded, e-f) diversity indexes of bacteria and
unicellular eukaryotes, g-h) MDS ordination plot for bacteria and unicellular
eukaryotes. Tx=x weeks-old biofilm. Mean+SE (n=3). * indicate significant

variations between successive points (p < 0.05).
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Table 8: Results from SIMPER analysis investigating the dissimilarity in bacterial communities between

biofilm ages in2009 (S4).
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Figure 21: Composition of a) bacteria and b) unicellular eukaryotes communities of each biofilm age in 2009
(S4).

At the class hierarchy level. Tx = x weeks-old biofilm. Mean (SE) relative proportions (%) are
presented when >2 %.



As the biofilm ageing did not show significant difference in terms of unicellular
eukaryotic communities, SIMPER analysis was not performed on those communities. The
pie-charts representing the unicellular eukaryotic composition (Figure 21b) showed that the
biofilm community was dominated by the Alveolata, especially ciliates in the Order
Intramacronucleata which represented 97 % of all clones from the biofilm T1, 92 % from
T2 and 83 % from T3. The BLAST results indicated that the majority of the
Intramacronucleata were closely related to the genus Zoothamnium (Appendix 2). Other
Eukaryotes included representatives within the Suessiales (T2) and Gymnodiniales (T2)
(Dinophyceae); and within the Chlorophyta were representatives of the Trebouxiophyceae
(T3) and unclassified Chlorophyta (T1); Unclassified Rhizaria (T3) and unclassified
Cercozoa (T2) were also recovered. Only the unicellular eukaryote classes are included in
Figure 21b, while the multi-cellular eukaryotes (Metazoa) are listed in the Appendix 2. The
four metazoan sub-groups found on the biofilm were Rotifera, Cnidaria, Arthropoda and
there were also unclassified Metazoa, which according to the BLAST results were closest

to the copepod Harpacticus.
The biofilm fatty acids composition

The mass of total fatty acids (MTFA) increased with the biofilm age (Table 6d), but
varied significantly only from T2 to T3 treatments where it increased from 128.9 £ 21.5 to
191.0 + 40.3 pg mg™' of biofilm (Figure 20d). Since no significant temporal variations were
detected for the sum of saturated (SFA), monounsaturated (MUFA), polyunsaturated
(PUFA) and essentials fatty acids (EFA) on the biofilm (Table 6d) only the mean profile is
presented in Table 9. The biofilm lipids were made of 33 % SFA, 27 % MUFA, 40 %
PUFA, and 17 % EFA. The mean fatty acids composition of the conditioning water differed
significantly from the biofilm, with higher proportions of SFA (48 %) and MUFA (31 %), a
lower content of PUFA (21 %), but statistically similar rate of EFA (14 %). Seven fatty
acids contributed to these differences: myristic (MA, 14:0), palmitic (PA, 16:0) and

palmitoleic acids (16:1m-7) were in lower proportions in the biofilm whereas cis-10-
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pentadecenoic (15:1w-5), hexadecadienoic (16:2w-6), octadecadienoic (18:2w-9) and

arachidonic acids (AA, 20:4m-6) were in greater contents.

Table 9: Fatty acids profiles of the biofilm and the conditioning water in

2009 (S4).
FA Biofilm Water t-value
ail4:0 1.3+0.1 09+0.1 4.52
14:0 (MA) 29+0.1 58+03 -8.50
i15:0 3.0+03 1.6+0.1 5.01
ail5:0 36+0.1 2.8+0.1 5.15
15:0 1.5+£00 14+0.1 1.19
16:0 (PA) 101 +£05 18910 -8.04
i17:0 14+02 05+00 4.32
17:0 1.0+00 1.0£00 -1.69
18:0 (SA) 54+10 104+09 -3.73
22:0 0.6+0.1 1.1£0.1 -3.67
24:0 0.7+0.1 1.6+02 -429
X SFA 329+1.0 48.1+12 -9.39
15:1w-5 29+03 0.5+0.1 9.15
16:17a 1.8+02 0.8+00 4.00
16:10-9 09+02 1.6+£04 -1.37
16:10-7 56+04 101+04 -798
18:10-9 2.6+0.1 46+05 -3.89
18:10-7 7.1+0.1 6.1+04 2.74
22:1m-7 05+0.1 09+0.1 -2.72
X MUFA 268+04 309+1.1 -342
16:20-6 9.1+04 09+0.1 1833 *
18:20-9 50+£06 03+00 1242 *
18:2w-6 14+£0.1 1.9+0.1 -3.38
18:3w-3 1.8+£0.1 1.5+0.1 1.84
18:4w-3 1.2+0.1 0.6+0.1 6.64
20:4m-6 (AA) 31+02 09+00 10.69
20:5m-3 (EPA) 95+1.1 56+08 2.82
22:5m-3 (DPA) 0.8+02 0.7+0.1 0.18
22:6w-3 (DHA) 45+04 53+08 -0.84
X PUFA 403+09 21115 1082 *
Y EFA 172+£16 139+06 1.94

T Data are mean percentage (+ SE, n = 2 for conditioning water and 3 for biofilm).

1 FA were selected when detected at a level exceeding 1 % in at least one component.
Identified, but non-presented FA were: 17:0 anteiso; 20:0; 21:0; 22:0; 24:0; 14:1?;
14:1w-5; 15:1?; 15?; 16:10-5; 16:1?b; 17:1?a; 17:1®-7; 17:1b; 20:1®-11, ®-9 and ®-7;
22:1w-11, 9 and ©-7; 24:1®-9; 18:2?; 20:2 NMI; 20:2®-6; 22:2 NM1; 18:3w-6; 18:3?,
20:3w-6 and 22:5?.

* indicate significant difference between biofilm and conditioning water results (ddl = 4;
p<0.05).

SFA, MUFA, PUFA and EFA: saturated, monounsaturated, polyunsaturated and
essential fatty acids. AA, EPA, DPA, DHA: arachidonic, -eicosapentanoic,
docosapentanoic and docosahexaenoic acids.



The biofilm structure

The confocal laser scanning microscopy (CLSM) analysis revealed that biofilm
spatial structure varied with the biofilm age. Every structural parameters were minimal on
T2 and maximal on T1, with biovolume ranging from 6.1 £0.5 to 12.7 £ 1.7 pm? pm?,
average thickness from 11.5 £ 1.6 to0 26.7 £ 6.1 um, and maximal thickness from 26.0 + 0.8
to 43.7 £ 4.1 um. Nevertheless, even if they were significantly lower on T2 than on T1 and
T3, no significant differences occurred between T1 and T3 (Table 10). Slides of biofilm
revealed that substratum was widely covered with a few non colonized spaces, and that

biovolume and thickness mainly related to the presence of ciliates (Appendix 3).

Table 10: Physical characterization of the growing biofilm and effect of the biofilm age in 2009 ($4).

Biofilm age Repeated measures ANOVAs
T1 T2 T3 F df p-value Post-Hoc

Dependant variable

Biovolume (um*/um?)  1273£1.65 6.09+045 9.74+0.84 1348 2,9  0.0020 TI

3
SN

Average thickness (unm)  26.73 +£6.09 1148 +1.64 20.95+2.13 645 2,9 0.0183 TI

%

Maximal thickness (um) 43.74+4.07 2599+0.76 33.85+4.29 791 2,813 0.0124 Tl

Tx=xweeks-old biofilm. Data acquired via confocal laser scanning microscopy analysis
Mean + SE; n =3, 5, and 4 for T1, T2, and T3 respectively)

&
X

The biofilm imaging

The scanning electronic microscope (SEM) was used to produce images of the
biofilm at different ages (Appendix 4). Some bacteria, diatoms, dinoflagellates-like cells,
ciliates and several unidentified organisms were observed. The structure itself of the
biofilm was very patchy with important non-colonized spaces. Bacteria were rarely
clustered and thus did not grow in traditional bacterial biofilm form. Diatoms were mainly
pennates with Thalassionema nitzschioides in every treatments, Amphora sp. and Tabularia
tabulate on T1 and T2, and Navicula sp. on T1 and T3. Paribellus delognei and Pteroncola
inane were specific to T1 biofilm whereas Lunella sp., Cocconeis stauroneiformis,
Cocconies disculus and the centric Thalassiosira nordenskioeldii were observed only on T2

biofilm. Navicula gregaria was found on both T2 and T3 and Cocconeis scutellum only on
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T3 treatment. The morphological state of dinoflagellate-like cells did not allow to confirm
the further identification but such structures were absent on T1 biofilm. The
choanoflagellate Volkanus costatus was observed on all biofilms, whereas Acanthoeca
spectabilis was present only on T1. SEM pictures of eukaryotes corroborated the results of
the genetic analyses as ciliophora were very abundant on all biofilms, and mostly settled in
aggregate or colonies rather than as single-cells. However, SEM observations differed from
the genetic results for 1) diatoms and choanoflagellates, as they were only observed through
SEM, and ii) copepoda and nematods, as they were only detected in gene clone banks.
Finally, as in the clone libraries, cnidaria-like structures were observed only on T1 biofilm

pictures.
DISCUSSION
The mussel settlement

Studies in chemical ecology show that natural products drive complex ecological
interactions at all stages of marine plant and animal life histories (Clare 1996, Paul et al.
2006), and that macrofouling is regulated by microfouling community via allelopathic
relations (Wieczorek & Todd 1998, Dobretsov et al. 2006, Qian et al. 2007). An important
first step in this process is the formation of biofilms by the micorfouling community. This
study experimentally examined 1) how the biofilm community structure changed with time
on artificial surfaces immersed in natural seawater and ii) how these changes could impact
mussel settlement. The effects of the biofilm age on settlement differed relative to sessions
and stations, in a lagoon where the mussel settlement rate also exhibits an important spatio-
temporal variability (Toupoint et al. Submitted). But globally, the relationship was positive
as M. edulis settlement was enhanced with conditioned substratum, even if such trend was
not observed during the S2 session. Various responses may occur as the biofilm is affected
by environmental conditions (Bao et al. 2007a). In our study, salinity was stable (Toupoint
et al. Submitted) and only 5 °C variations of temperature were recorded between sessions,

suggesting the need for other explanations. During the S2 session (10—14 July 2008), a



major pulse of planktonic picoeukaryotes likely triggered the major mussel settlement peak
(Toupoint et al. Submitted), which occurred simultaneously with the same intensity at all
sampled stations. Thus, it can be hypothesized that mussel settlement depends on both
biofilm and pelagos cues, which act in a hierarchical order with planktonic cues being
prominent. The effect of biofilm age on invertebrate settlement was thought to rely on
specific chemical components mostly present at the substratum surface rather than in the
surrounding waters (Hadfield 2011) but to our knowledge, the planktonic component has
never been studied as an additional factor in the biofilm—settlement interactions. That could

explain the contradictory results reported on the role of biofilms in the settlement process
(Hadfield 2011).

In the present study, fouling organisms were hypothesized to be an important trophic
resource for mussels during a crucial larval stage. Depending on several endo- and
exogenous factors including the biofilm (Thiyagarajan 2010), competent larva should
“find” an adequate surface to settle and achieve their metamorphosis in post-larva. But, a
settling larva is in a very paradoxical state: they have a very limited feeding ability during a
highly energy consuming developmental stage. In fact, their velum has degenerated, their
gills are not yet functional (Bayne 1971) and pedal-feeding may be used to acquire food
(Veniot et al. 2003, Cannuel et al. 2009). At the same time, mussels need to have sufficient
trophic resources to ensure post-larval growth and to resist adverse early post-settlement
events (Hunt & Scheibling 1997). Such paradox could be all the more critical in
oligotrophic conditions, such as in the coastal lagoons of the Iles de la Madeleine (Trottet et
al. 2007) where this study was conducted. Because of this need for high quality food at the
time of settlement, biofilm lipid quality was hypothesized to be a criterion for habitat
selection, since this would provide to larva essential fatty acids (EFA) needed for growth,
development and survival (see review of Glencross 2009). However, no relationships were
found between settlement rate and either the total mass or the composition of fatty acids in
biofilm. In contrast, we found that the increase of mussel settlement with the biofilm age

was related to the biofilm quantity rather than its lipid quality.
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The presence of a developed biofilm on settlement surfaces could provide potential
food for larvae and post-larvae using pedal-feeding, and particularly when there is little
amount of plankton available. Previous studies have demonstrated that benthic trophic
resources could sustain a normal growth of bivalve post-larvae (O Foighil et al. 1990,
Gatenby et al. 1997). In the present study, mussel settlement was enhanced on biofilms
older than one week globally characterized by higher abundances of picoeukaryotes, and
we hypothesize that cell density in biofilms could be a key factor during the settlement
phase. Although there was no significant increase in total biomass, both bacteria and
eukaryotes abundances increased with biofilm age and a decrease of the mean cell size with
the time of conditioning could be supposed. The composition and cell density of
communities in biofilms may serve as signposts for invertebrate larva to select habitats
(Lau et al. 2005), but little is known about functional role of the biofilm (Palmer & White
1997). In addition, the absence of relationship between biofilm and mussel settlement
during a phytoplanktonic bloom (S2 session) could relate to the requirement of pelagic food
for post-larvae to ensure optimal growth (O Foighil et al. 1990) and survival (Gatenby et al.
1997).

Globally, total recruitment of invertebrate larvae is reported to increase with the
biofilm age (Keough & Raimondi 1995) however the effect on settlement is species
dependent (Keough & Raimondi 1996, Wieczorek & Todd 1998, Olivier et al. 2000, Qian
et al. 2007). Similar to previous studies conducted with mussels (Bao et al. 2007a, Peteiro
et al. 2007), we found a clear increase of M. edulis settlement with the biofilm age.
Increased larval settlement on the older biofilms coincided with the dominance of
Planctomycetes in bacterial community and the appearance of several unicellular
eukaryotes, which were absent on the one-week old biofilm. Although there was no clear
distribution pattern in terms of 18S rRNA gene sequence recovered, microscopic
observation indicated that the 2 and 3 week old biofilms were similar, with both harboring
dinoflagellates, diatoms (e.g., Cocconeis sp. or Navicula gregaria), and choanoflagellates
(Acanthoeca spectabilis). As the composition of natural biofilms is the result of many

interactions among species, it remains difficult to determine if specific species could be
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more important for the induction of mussel settlement. Such results highlight the critical
need to characterize both bacterial and eukaryotic communities in the biofilm/settlement

studies.

Both quantitative and qualitative shifts in density, metabolic activity, and species
composition (Wieczorek & Todd 1997) influence mussel larvae settlement (Todd &
Keough 1994). Bacteria are the key mediators of reactive compounds between the substrate
and the larvae (Satuito et al. 1995, Bao et al. 2007a) with larvae responding chemical cues
from surfaces and surrounding waters (Bao et al. 2007b). The response of larvae
(settlement inhibition or induction) has been reported to be influenced by bacterial species
(Ganesan et al. 2010) such as Pseudoalteromonas sp. stimulating the invertebrate
settlement (reviewed by Hadfield 2011). However, the inductive capacity of a single
species could be modified in natural communities where there is a multitude of other
species (Tran & Hadfield 2011). Eukaryotes especially diatoms have also been reported to
enhance larval settlement (Avendano-Herrera et al. 2003, Van Colen et al. 2009). This is
particularly true when they are associated to bacteria (Chiu et al. 2007, Leyton & Riquelme
2008), and Rahim et al. (2004) hypothesized that the induction of larval metamorphosis

requires a synergistic effect between diatoms and bacteria.

Finally, further biofilm/settlement studies should also integrate a characterization of
the extracellular polymeric substances (EPS). Secreted by epibenthic microorganisms (Qian
et al. 2007), EPS form a matrix that embedded organisms and whose composition is highly
variable according to species, cells, and trophic conditions in the environment (Stal 2003).
The recognition of quorum sensing signals (see review of Dobretsov et al. 2009) is based
on the secretion of EPS that contribute to the formation and the maturation of the biofilm,
by influencing the colonization of marine organisms. For example, settling bryozoans
larvae are attracted by biofilms that do not produce proteolytic enzymes (Dobretsov et al.
2007). But an interesting point is that EPS could also constitute a consistent trophic

resource for biofilm consumers (Decho 1990, Wotton 2004).
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Biofilm community: the bacteria

Palmer and White (1997) showed, in low hydrodynamic regime, that bacterial cells
concentrations tend to increase over a three-week conditioning period, reflecting
continuous biofilm development. In a study performed in a streamwater ecosystem
characterized by slow water flow, Battin et al. (2003) observed a drastic decrease in biofilm
biomass after 25 days of incubation although highest bacterial density was at 2 weeks
(Battin et al. 2003). In the present study, there was no such decline, possibly because of the
presence of grazers in the conditioning tank was limited and that the conditioning period

was shorter (21 days).

The separation of the bacterial community into low- and high-nucleic acid bacteria
(LNA and HNA respectively) is possible using flow cytometry (FCM) analysis. The LNA
group is usually considered as the ‘inactive’ part of the bacterial community, although there
is no consensus, for example, Wang et al. (2009) found freshwater LNA and HNA bacteria
were two independent groups that differ by their size and their optimal trophic conditions.
We found that all of the biofilms were dominated by high-nucleic acid bacteria, which
could be interpreted as all bacteria were healthy or growing under similar trophic
conditions. FCM results also indicated that cyanobacterial were a very small part of both
pico- and nano sized cells on the biofilms in the present study and their abundance did not
vary with the biofilm age. In addition, cyanobacteria were not detected in either clone
libraries or by SEM. Such low concentrations could be explained by their association to

exposed rather than sheltered shores (Thompson et al. 2005) as in the lagoons.

Bacterial communities differed with biofilm age as reported earlier in Delaware Bay
(Jones et al. 2007), but in contrasts with the study of Campbell et al. (2011) in a closed
southern site of Chesapeake Bay, where no difference in bacterial community was found.
The high similarity between two- and three-weeks-old biofilm suggest a stability phase
reached after the first week. Thus, a community specialization or a stochastic colonization

could be hypothesized after the first week of biofilm development. As described by Dang et
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al. (2008), some initially attached bacteria may leave the surface due to the rapid utilization
of the nutrients that originally accumulated on the submerged surfaces. This implies that
the chemical composition of the surface is different from initial conditions. This might
explain the decrease in the proportion of Alphaproteobacteria rtelative to the
Planctomycetacia after one-week incubation. Dang et al. (2008) also suggested that the last
steps of bacterial biofilm colonization may imply a shift in surface colonizing community
due to some bacterial cells leaving the surface to avoid overcrowding. The main bacterial
classes that cause the dissimilarity between one-week old and the older biofilms were
among those which dominated the biofilms, the Planctomycetacia, Alphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria and  Actinobacteria. The two genera (Loktanella and
Teredinibacter), which accounted significantly for the dissimilarity either disappeared or

may have been too low in abundance on the older biofilms.

There were no significant differences in terms of diversity indices at the genus level
among the three treatments. This suggests that even though FCM indicated an increase in
bacterial cells with conditioning time, the bacterial community stayed stable in terms of
composition and the abundance increased proportionally among the genera. The class
taxonomical level revealed a more organized pattern: the Planctomycetacia and the
Proteobacteria classes (alpha-, gamma- and delta-) were common to all biofilm ages,
representing at least 76 % of the communities. Alphaproteobacteria dominated the bacterial
community on the one-week old biofilm, with Rhodobacterales representing the major
order. Rhodobacterales are the most common and dominant bacterial group of primary
surface-colonizers in temperate coastal marine waters (Dang & Lovell 2000, Jones et al.
2007, Dang et al. 2008). These bacteria play important roles in marine ecosystems because
they use nutrients at the fastest rate and provide biomass and EPS very rapidly to the late-
stage colonizers (Dang et al. 2008, and references therein). On the older biofilms (two- and
three-weeks old), more than one-third of the bacterial taxa belonged to Planctomycetacia,
with Planctomyces representing the major genus. Planctomycetes is a remarkable bacterial
phylum that possesses distinct features (Fuerst & Sagulenko 2011). They are widely

distributed in freshwater, marine, hypersaline and even terrestrial soil habitats, and their
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dominance may indicate slight eutrophication (Fuerst 1995). High abundances of this clade
were already observed on a estuarine sandy bottom biofilm (46 % of the community,
Nocker et al. 2004) and on macroalgae, for example, on the kelp Laminaria hyperborea
where Bengtsson and @vreas (2010) found Planctomycetes predominant. Planctomycetes
tend to prefer a biofilm lifestyle, adhering to surfaces in aquatic systems such as marine
sediments (Gray & Herwig 1996), diatom cells, seaweeds and other macrophytes. However
other bacteria are also typically found in biofilms for example Lee et al. (2008) found that
marine biofilms were initially dominated by the Gammaproteobacteria during the first nine
hours of incubation after which the Alphaproteobacteria took over the bacterial bacterial

community.

The bacterial contribution was reflected in the fatty acids (FA) profile of the biofilm
as bacterial biomarkers were present in consistent proportions (13 %) such as odd-
numbered chain (15:0, 17:0, 15:1®-5) and anteiso/iso branched FA (ail4:0, i15:0, ail5:0,
117:0). The higher proportion of pentadecenoic acid (15:1®-5) in the biofilm would suggest
a higher bacterial concentration than in the surrounding water. In addition, palmitoleic
(16:1w-7) and octadecenoic (18:1m-7) monounsaturated FA (MUFA) were found in high
proportions in both biofilm (6 and 7 %) and conditioning water (10 and 6 %) and could
reflected the bacterial contribution. Nevertheless, such biomarkers should be used care fully

as they could also come from diatoms or cyanobacteria (reviewd by Dalsgaard et al. 2003).

Finally, CLSM analysis corroborated the description by Palmer at al. (1997): the
biofilm is multi-layered and its growth is a four-dimensional (X, y, z, and t) process. CLSM
pictures showed well covered surfaces, with few open spaces even though organisms
(including bacteria) were very scattered. Such contradictory observations may be explained
by the sample preparation for SEM, such as dehydratation in successive anhydrous bath or

dessication, which would lead to highest degradation than in CLSM procedures.
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Biofilm community: the eukaryotes

The eukaryotes’ abundance increased along with the development of the biofilm.
Battin et al. (2003) also reported a regular increase of the chlorophyll a content with the
biofilm development. In the present study the picoeukaryotes made up a large and dynamic
fraction of the biofilm as they dominated the photosynthetic community and their
abundance increased with biofilm age. Probably the most abundant eukaryotes in
worldwide marine waters, the picoeukaryotes are phylogenetically diverse, with
representatives in most algal classes (Diez et al. 2001, Moon-van der Staay et al. 2001).
Their ecological role is considered important in the water column of coastal lagoon
environments (Courties et al. 1994) but to our knowledge, there have been no reports of

picoeukaryotes in biofilm.

There was no clear pattern in terms of the eukaryotic distribution of one-, two-, and
three-week old biofilms, suggesting that communities were quite similar to each other and
was not very diverse. The ciliate class Intramacronucleata was dominant throughout the
experiment. These results are in contrast with earlier observations where diatoms are
primary colonizers after bacteria (e.g. Railkin 2004). The Intramacronucleata are
characterized by sessile forms (e.g., Zoothamnium sp.) and are bacterial suspension feeders
(Gast 1985). Their tree-like shape helps to produce water currents that may indirectly
modify the community structure of biofilm by modulating the nutrient concentration in
both inner biofilm and surrounding water (Vopel et al. 2002). For example, the presence of
ciliates indirectly increase the food fluxes to other suspension feeders (Ackermann et al.
2011, and references therein). CLSM and SEM observations confirmed the presence of
ciliates, with both individual cells and aggregates, in the all three biofilm treatments. They
were the largest organisms present on the substratum and their relative abundance would

influence biovolume and thickness of the biofilm.

Dinophyceae were only detected on two- and three-weeks-old biofilms via both
genetic and SEM analyses, although specimens observed on SEM could not be
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taxonomically identified. SEM pre-treatment procedure was not optimal for dinoflagellates.
There are 160 living forms of benthic marine dinoflagellates reported (Taylor et al. 2008)
but most have not been characterized by their 18S rRNA gene and the species composition
of the biofilm is uncertain. Finally, the presence of dinoflagellates on biofilms is suggested
by the occurrence of their FA biomarkers: oleic (18:1®0-9; OA), docosahexaenoic (22:6®-3;
DHA) and arachidonic (20:4®-6; AA) acids (Dalsgaard et al. 2003, Wilson et al. 2010). In
fact, higher rate of AA in the biofilm suggests a greater dinoflagellates density than in
surrounding water. Nevertheless, FA biomarkers might be cautiously used to evaluate the

taxonomical composition as no dynophyceae were observed on young biofilms, where OA,

DHA, and AA were still found.

Hexadecadienoic (16:2m0-6) and octodecadienoic acids (18:2m-9) were found almost
exclusively on the biofilms relatively to the surrounding water and were dominant PUFA.
The hexadecadienoic, a potential precursor of linoleic (18:2w-6) or a-linolenic acids
(18:3w-3) EFA, is mainly synthesized in chlorophyta (Parrish 2008, and references
therein). In addition, Parrish et al. (1991) detected consistent proportions of this FA in toxic
marine diatoms (Nitzschia pungens) grown in silicon-limited conditions. In fact, Volkman
et al. (1989) suggested to use the hexadecadienoic acid in addition to the hexadecatrienoic
and hexadecaquadrienoic acids (16:3w-3 and 16:4®-3) in ecological studies to estimate the
relative abundance of diatoms and green algae in mixed algal samples. In the present study,
this FA may mostly relate to diatoms (chlorophyta were identified only in 1 and 3 weeks-
old biofilms), which seem to be characteristic of the biofilm. Classically, benthic diatoms
are considered to be the dominant clade and primary colonizers after bacteria (Railkin
2004). The octodecadienoic acid is not a specific biomarker but a precursor of
eicosatrienoic (20:3w-9) highly unsaturated FA (Bell & Tocher 2008). High quantities of
octodecadienoic acid may reflect either conditions of EFA deficiency or great activity of
A6 desaturase (Sargent et al. 1995). In the present study, relatively high proportions of EFA
in both biofilms and conditioning water (14—17 %) are not indicative of EFA deficiency but

rather suggest a high enzymatic activity.
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The metazoan community on the biofilm cannot be precisely identified as many of
them are motile, except for the Cnidaria which were detected both in the clone libraries and
on SEM pictures. Cnidarians are sessile organisms which depend on the chemical cues
from the microbial biofilm for their settlement and they are thought to chemically inhibit
diatom growth (Wilsanand et al. 2001), but this is contradictory to the SEM results which
detected a variety of diatoms. The other metazoans (Rotifers and Arthropods) detected in
the clone libraries are highly motile organisms which were probably attracted by the

agglomeration of protists on the biofilm and thereby represent an attractive feeding ground.

Such results highlight the need to perform different techniques of analysis when
characterize biofilm. Indeed, every method includes specific bias that leads to a
misrepresentation of the real picture, and the compilation of several analysis permit to

improve the detection threshold.
CONCLUSION

The first hypothesis (H1) was validated in normal conditions of planktonic
production in the oligotrophic BHA (S1, S3, and S4 sessions). The mussel settlement
related to the biofilm age, with a global enhancement on biofilm older than one week. The
increase in mussel settlement was related to a shift from bacterial to eukaryotic
communities, mainly to picoplankton (0.2—2 um), in the biofilm. However, in conditions of
phytoplanktonic bloom (S2 session), such relationship was not observed. This is probably
because cues from the water column were stronger than from the biofilm. Further, this cue
was based on a peak of picoeukaryotes in the water column. The second hypothesis (H2)
was invalidated as essential fatty acids (EFA) proportion in biofilm did not change with
ageing, preventing to link mussel settlement to the biofilm lipid quality. The mussel
settlement enhancement with biofilm ageing rather related to the quantity of the biofilm,
which could be an important source of food for settling larva, particularly when planktonic
trophic resource is limited as in the oligotrophic lagoons of the iles de la Madeleine.

Analysis of post-larval fatty acids content in post-larvae could provide additional
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information to test the trophic role of biofilm, and an experimentation dealing with

picoeukaryotes only would permit to emphasize their specific role in biofilm.
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Bacterial composition of the biofilm identified at each age through 16S rRNA sequences

analysis. Values are number of sequences (a, b, ¢ =replicates).

Phylum

Class

Order

Genus

=
=

Unclassified Bacteria

Actinobacteria

Actinobacteria

Acidimicrobiales

unclassified Acidimicrobineae
Jamia

a b c a c a c

0 0 0 1 0 1 2

0 0 0 0 0 0 1

0 5 1 3 2 5 4

Ilumatobacter 0 0 1 1 0 0 0

Actinomycetales unclassified Frankineae 0 0 0 0 0 0 1

Firmicutes Erysipelotrichi Erysipelotrichales  Erysipelothrix 0 0 0 0 0 1 0
Bacteroidetes incertae sedis incertae sedis Fulvivirga 0 0 0 0 0 0 0
Bacteroidetes Sphingobacteria Sphingobacteriales Lewinella 0 1 0 0 0 0 0
Haliscomenobacter 0 0 0 0 2 0 0

Salisaeta 0 0 0 0 0 0 0

Flavobacteria Flavobacteriales unclassified Cryomorphaceae 0 0 0 0 0 1 1
Aestuariicola 0 0 0 0 0 0 0

Winogradskyella 0 1 0 0 0 0 0

Proteobacteria unclassified 1 0 1 0 0 0 3
Deltaproteobacteria  unclassified 1 0 0 1 0 3 5
Bdellovibrionales ~ Bdellovibrio 0 0 0 0 1 0 0

unclassified Bacteriovoracaceae 0 0 0 0 0 0 1

Peredibacter 1 0 0 0 0 0 0

Desulfobacterales  Desulfosarcina 0 0 0 0 0 1 0

Myxococcales Sorangium 1 0 0 0 0 0 0

Kofleria 0 1 0 0 0 0 0

unclassified Nannocystaceae 0 0 0 0 0 0 0

Betaproteobacteria Burkholderiales Achromobacter 0 0 0 0 0 0 0
Alphaproteobacteria  unclassified 0 0 0 0 1 0 1
Rhizobiales unclassified Phyllobacteriaceae 0 1 0 0 0 0 0

Pseudaminobacter 1 0 0 0 0 0 0

Hoeflea 0 0 0 0 0 0 1

Anderseniella 0 0 0 0 0 0 0

unclassified Hyphomicrobiaceae 0 0 0 0 2 0 0

Filomicrobium 0 0 0 0 0 0 1

Devosia 0 0 0 0 0 0 0

Parvularculales Parvularcula 0 0 0 0 0 0 0

Caulobacterales unclassified Hyphomonadaceae 1 1 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0

1 0 1 0 0 1 0

1 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0

1 1 0 0 0 0 0

0 0 1 0 0 1 0

1 0 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0

0 1 0 0 0 0 0

6 2 6 3 9 1 2

0 2 0 0 0 3 0

0 2 0 0 0 0 0

1 0 0 0 1 0 0

Rickettsiales
Rhodospirillales

Sphingomonadales

Kordiimonadales
Rhodobacterales

Hellea

Hirschia

Hyphomonas

Maricaulis

Orientia

Pelagibacter

unclassified Rhodospirillaceae
Sphingopyxis

Erythrobacter

Croceicoccus

Kordiimonas

unclassified Rhodobacteraceae
Wenxinia

Octadecabacter

Oceanicola

OOOO\OOOOOO-—‘O-—‘OOO*—OOI\)>—'OOOOH*—‘OOOOOO*—'—‘O—‘OOOOOOOOJRON&S
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Phylum

Class

Order

Genus

-
=

Proteobacteria

Alphaproteobacteria

Rhodobacterales

Gammaproteobacteria unclassified
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Verrucomicrobiales
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Persicirhabdus
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Schlesneria
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APPENDIX 2

Eukaryote composition of the biofilm identified at each age through 18S rRNA sequences

analysis. Values are number of sequences (a, b, ¢ =replicates).

Group Sub-Group Class/Order Genus m T -
a b ¢ a b ¢ a b ¢
Alveolata Ciliophora  Intramacronucleata Zoothamnium 55 51 73 54 30 59 35 24 37
Pseudovorticella 30 2 02 0 0 0 0
Intramacronucleata 1 1 5 4 2 1 7 6 0
Postciliodesmatophora unclassified 2 0 0 2 20 30 1
Dinophyceae Suessiales Pelagodinium 0 0 0 1 00 0 0 0
Gymnodiniales unclassified 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Unclassified Unclassified 1 1 0 3 0 3 10 3 1
Viridiplantae Chlorophyta Trebouxiophyceae Nannochloris 0 0 0 0 0 0 1.0 0
Unclassified 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Rhizaria Cercozoa Unclassified 0 0 0 1 00 0 0 0
Unclassified 0 0 0 0 0 0 300
Metazoa Rotifera Encentrum 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Cnidaria Scyphozoa Haliclystus 1 0 0 00 0 0 0 0
Arthropoda  Crustacea Tisbe 30 1 1 0 0 01 0
Harpacticus 0 0 0 0o 1 2 37 2
Unclassified 0 0 0 00 0 0 0 0
0 0 0 0 4 2 0 1 0
Unclassified 0 0 1 0 0 0 1 0 0
Total 67 53 82 67 41 66 64 42 42
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APPENDIX 3

CLSM pictures of biofilm surface.

Biofilm 3D imaging Slides

Tl

T2

T3
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APPENDIX 4

SEM pictures of biofilm surface.

Biofilm GENERAL VIEWS

T1

T2

T3
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BACTERIA

PENNATE DIATOMS

Thalassionema nitzschioides (T1, T2, T3)
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Tabularia tabulata (T1, T2) Parlibellus delognei (T1)
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Navicula sp.2 ? (T3) Cocconeis scutellum epivalve (T3)

CENTRIC DIATOMS

Thalassiosira nordenskioeldii (T2)

E=1=1"] 180m
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DINOFLAGELLATES ? (T2, T3)

B

CHOANOFLAGELLATES)

Volkanus costatus (T1, T2, T3)

10m/
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CILIATES (T1, T2, T3)

CNIDARIA (T1)
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CHAPITRE 3
VARIATIONS SPATIO-TEMPORELLES DE LA FIXATION ET CONDITIONS
PHYSIOLOGIQUES DES POST-LARVES DE MOULE

Ce troisieme article, intitulé « Spatio-temporal variations in settlement and
physiological conditions of blue mussel post-larvae », fut corédigé par moi-méme, les
professeurs Bruno Myrand, Frédéric Olivier, et R¢jean Tremblay, ainsi que mes colleégues
Frangois Bourque et Lisandre Gilmore-Solomon. La version présentée ici sera soumise au
journal Marine Ecology Progress Series au début de 1’année 2012. En tant que premier
auteur, ma contribution a ce travail fut ’essentiel de la recherche sur la dynamique du
recrutement et I’évaluation de la qualité lipidique chez les invertébrés marins, 1’¢laboration
du plan d’échantillonnage, la réalisation des campagnes de terrain, les analyses en
laboratoire, le traitement statistique des résultats et la rédaction de ’article. Les professeurs
B. Myrand, F. Olivier et R. Tremblay ont fourni 1’idée originale et ont aidé a la définition
de la problématique, a I’¢laboration du plan d’échantillonnage ainsi qu’a la révision de
I’article. Mademoiselle L. Gilmore-Solomon et monsieur F. Bourque ont contribué a
I’échantillonnage sur le terrain et a 1’acquisition des données en laboratoire. Les résultats
présentés dans cet article ont été présentés au Forum québécois en sciences de la mer a

Rimouski (Canada) en novembre 2009.
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3.1 RESUME

Nos précédents travaux suggerent 1’importance d’un déclencheur trophique de la
fixation (« trophic settlement trigger », TST) principalement associé au picophytoplancton,
pour les larves de moule bleue, Mytilus edulis (L 1758). La présente étude traite
particulierement de 1) la variabilité spatiale a petite échelle des abondances de larves et
recrues, i1) 'influence du comportement de la moule dans le découplage bentho-pélagique
et 1i1) Davantage physiologique potentiel qu’offre aux post-larves la floraison
phytoplanctonique lors du TST. Pour cela, nous avons suivi, a grande fréquence
d’échantillonnage au cours d’une saison de reproduction, la concentration larvaire, le taux
de fixation et le recrutement dans trois stations distantes de moins d’un kilometre. Dans une
des stations, nous avons évalu¢ selon le méme pas d’échantillonnage, la condition
physiologique des post-larves (classes de lipides et acides gras) ainsi que la qualité de la
ressource trophique (acides gras). Globalement, une importante variabilit¢ spatiale fut
observée dans la concentration de jeunes moules pélagiques et benthiques, et nous
suggérons que les variations significatives affectant le pelagos dépendent du comportement
des individus qui varie a diverses échelles spatiales au cours de 1’ontogénie. Un couplage
bentho-pélagique a ¢ét¢ démontré entre la concentration de larves compétentes
(pédivéligeres) dans I’eau et leur taux de fixation. A4 contrario, un découplage important fut
constaté entre 1’abondance de larves compétentes dans I’eau et le taux de fixation des
individus métamorphosés (post-larves) et la réponse comportementale des larves semble
étre a I’origine d’un tel phénomene. Enfin, aucun avantage physiologique particulier ne fut
observé chez les post-larves au cours du TST, suggérant le role principal du chimiotactisme

dans le déclenchement de la fixation.
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ABSTRACT

Our previous works suggested the importance of trophic settlement trigger (TST),
mainly associated to the picoplankton, for larvae of Mytilus edulis. The present study
focuses mainly on 1) the fine-scale spatial variability of larval and settlers abundances, ii)
the influence of mussel behavior in the bentho-pelagic decoupling, and iii) the potential
physiological advantage of phytoplanktonic bloom for post-larvae during the TST period.
High frequency sampling of larval concentration, settlement rate, and recruitment was
conducted in three stations separated by < 1 km, during a reproductive season. At the same
frequency in one station, we monitored the post-larval physiological conditions (lipid
classes and fatty acids) and the trophic resources quality (fatty acids). Globally, an
important spatial variability affected both pelagic and benthic mussel concentrations, and
we suggested that significant variability in the pelagos is related to behavior at various
spatial scales. A bentho-pelagic coupling was demonstrated between larval availability and
pediveliger settlement rate, whereas an important decoupling occurred between non-
metamorphosed and metamorphosed individuals, which could be explained by particular
behavioral responses. Finally, TST provides no physiological advantage for post-larvae,

suggesting a primary role as a chemotactic cue to synchronize settlement.
Keywords

Mpytilus edulis, settlement, trophic settlement trigger, spatial variability, lipid classes, fatty

acids, metamorphosis delay, byssal-drifting
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INTRODUCTION

The recruitment success directly influences benthic population structures and it is the
results of complex and multiple inter-related processes (Pineda et al. 2009). Among them,
the settlement and subsequent metamorphosis of larvae in post-larvae are pivotal stages
between pelagic and benthic phases, regulating both dynamic and structure of marine
populations (Hunt & Scheibling 1998). The larval supply is the main constraining variable
for settlement. Pools of larvae are highly patchy in the environment (McQuaid & Phillips
2000) and the spatial scale of dispersion may strongly influence the settlement pattern. A
bentho-pelagic decoupling is usually described in the settlement of bottom dwelling marine
invertebrates (Miron et al. 1995, Porri et al. 2006a). Globally, behavior is the main source
of these decoupling since it could limit broad generalizations on the settlement regulation

by larval supply (Bishop et al. 2006a, Pineda et al. 2010).

Behavior is influenced by larval physiological condition (quality), which depends on
the energy acquired from food (Tremblay et al. 2007) to meet metabolic needs that are
influenced by temperature (Rayssac et al. 2010). The energetic costs of the metamorphosis
are provided by biochemical reserves accumulated during the larval phase (Videla et al.
1998). Mainly composed by triacylglycerols (TAG) (Holland 1978, Gallager et al. 1986,
Delaunay et al. 1992), the larval energy reserves also influence juvenile performances
(Phillips 2002, 2004). In addition, planktonic food provides structural components, like
polyunsaturated fatty acids (PUFA) considered as essential for growth, development and

survival of marine animals (Glencross 2009).

The blue mussel, Mytilus edulis (L. 1758), has a complex life-history with a
planktonic larval phase during which any extrinsic or intrinsic factors affecting
development could modify time spent in the pelagos (Thorson 1950, Widdows 1991).
Furthermore, if optimal conditions are not found, the mussel larva can delay its
metamorphosis to prospect for suitable habitats (Bayne 1965). In addition, young post-larva
may return to the pelagos using byssal-drifting (Sigurdsson 1976, Lane et al. 1985) and
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search for another suitable substrate for the adult life according to the primary-secondary
settlement theory (Bayne 1964a, Erlandsson et al. 2008). In fact, several events of
attachment/detachment could occur during this peri-metamorphic stage as the settlement
behaviour can be modulated by hydrodynamism (Pernet et al. 2003a), substrate
morphology (Eyster & Pechenik 1987), biofilm composition (Toupoint et al. Chapter 2),
inter- and intra-specific relations (Petersen 1984, Porri et al. 2008a), and physiological
conditions (Tremblay et al. 2007, Rayssac et al. 2010).

In a previous study (Chapter 1) conducted during two successive years (2007 and
2008), we observed important fine-scale spatial variations in mussel larval concentrations
and settlement rates, and a strong decoupling between larvae and settlers abundances. We
suggested that this phenomenon could be related to a delay of metamorphosis. Furthermore,
we observed both years that mussel settlement was synchronized with a phytoplankton
bloom, which suggested a trophic settlement trigger (TST) associated to trophic resources
of high nutritive value, rich in EFA (Toupoint et al. Submitted). In 2008, it was a bloom of
picoeukaryotes that synchronized the mussel settlement peak. In complement to this
previous work, the present study was done in 2008, at the same site in order to: 1) determine
the importance of small spatio-temporal scale (<1 000 m and <4 days) variability for
different Mytilus edulis developmental stages; i1) quantify the importance of behavior on
the relationship between larval supply and settlement, and iii) test the impact of TST on
physiological parameters of settled post-larvae during the reproductive and recruitment

season. Tested hypothesis are:

(H1) there is a high variability in larvae and settlers abundances at a fine spatial scale;
(H2) the decoupling between larvae and settlers abundances is caused by a metamorphosis
delay and by byssal-drifting processes;

(H3) the TST increases post-larval physiological conditions and the recruitment success.
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METHODS
Sampling design

The study was carried out in a coastal lagoon (Bassin du Havre-Aubert, BHA) of the
fles de 1a Madeleine (Gulf of St. Lawrence, Canada). BHA is a restricted lagoon of 3 kn?
(mean depth 2—3 m) connected to the open sea by a narrow channel in the south (Fig. 22).
This area is submitted to a microtidal regime with a strong diurnal inequality (mean tidal
range ~ 0.3 m) while wind influence is strong throughout the year. Local wild mussel
populations (Fig. 22) probably rely on auto-recruitment since there are no known
populations outside BHA. Sampling strategy was restricted to sites used for commercial
spat collection in order to study the fine scale spatial variability. Larval abundances and
settlement rates were monitored twice a week, at three stations (3 replicates per station),
during the mussel reproductive period (from May to August of 2008; Fig. 22). Data are
expressed relative to T, where x is the number of days following the first occurrence of
mussel larvae in the water column (T,), which was 19 May 2008. The maximal distance
between stations or replicates was 1 km (from station I to III) and 90 m, respectively.
Temperature and salinity were recorded at 0.5—-1 m below the surface at each sampling

stations using a manual YSI 30/25 FT sensor (YSI Inc., Yellow Springs, Ohio, USA).
Larval concentration

Seawater (1 000 L) was sampled at 0.5-2 m below the surface, immediately sieved
(between 80 and 390 um square meshes), and the retained material was kept on ice in 80-
um filtered seawater until larval identification (within 6 hours). Larval abundance
(individuals per liter) was determined according to the Aucoin et al. (2004) procedure at a
magnification of 100X (upright Olympus BX41, Olympus America Inc., Center Valley,
PA, USA). Pelagic young mussels were separated into three groups: i) veligers (from
trochophores to umbo-larvae), i1) pediveligers characterized by a visible eyespot, and iii)
post-larvae identified by the presence of a dissoconch shell. Larval loss was calculated as

the ratio of the mussel abundance measured during the first peaks of veligers and
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pediveligers, respectively. Pediveligers data was staggered according to the time delay
observed between the two former events in order to test the correlation between time-series
of both larval stage concentrations. Pediveligers are competent larvae for primary
settlement and metamorphosis, whereas post-larvae are metamorphosed individuals that
could resuspend in the water column via byssal-drifting (Sigurdsson 1976) before a
secondary settlement (Bayne 1964a). Mean larval size was determined by measuring 30
randomly selected individuals with an image analyzer system (CoolSnap Procolor and

Image-Pro Plus v.5.0, Media Cybernetics Inc., Silver Spring, MD, USA).
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Figure 22: Study sites and sampling design.
Settlement-recruitment
We studied settlement (the process by which individuals become associated with the

substrate) and recruitment (the number of individuals at time ¢ of the benthic life)(Caley et

al. 1996) on collector ropes (polypropylene; 1.27 cm in diameter and 1.33 m in length)
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suspended from a long-line typically used for mussel culture. Settlement rate (individuals
per meter per day) was evaluated by sampling collector ropes (immersed for 3—4 days), that
were immediately replaced by new ones at each sampling date. Settlers were detached from
the collector ropes using a water-jet and kept in 80 um pre-filtered sea water. Abundances
were determined at a magnification of 10X (Leica stereomicroscope MZ7.5, Leica
Microsystems Ltd., Heerbrugg, Switzerland) by separatingsettled young mussels into two
groups: 1) non-metamorphosed pediveligers and ii) post-larvae. Settlement rate was
expressed as mussel abundance per day of rope immersion. Recruitment (individuals per
meter) was studied by suspending a batch of 65 collector ropes in 3 June and then randomly
sampling 5 collectors weekly until the 30 September 2008. Post-larvae were treated and

counted as described previously.

Lipid classes and fatty acids concentrations were determined for newly settled post-
larvae in station III (n=3 replicates; Fig. 22). Individuals were manually sorted in 80 pum
pre-filtered sea water at a magnification of 10X (Leica stereomicroscope MZ7.5, Leica
Microsystems Ltd., Heerbrugg, Switzerland) and mean size was assessed on 30 individuals
using a picture analyser (CoolSnap Procolor and Image-Pro Plus v.5.0, Media Cybernetics
Inc., Silver Spring, USA). Three size classes were defined for settled post-larvae: 1)
<300 um considered as post-larvae with no metamorphosis delay (competency is acquired
around 260 pm; McGrath et al. 1988), ii) 300-400 um considered as post-larvae with
delayed metamorphosis (late pediveligers could measure as large as 415 um; Bayne 1965),
and iii) > 400um considered as post-larvae with secondary settlement(s) (Bayne 1964a).
Batches of 60 to 400 individuals were weighted and immediately stored under nitrogen in
pre-cleaned amber glass vials with Teflon liner caps containing 3 ml dichloromethane-
methanol (DCM-MeOH 2:1, v/v) and 3,5-Di-ter-butyl-4-hydroxytoluene (BHT; 0.1 %, w/v;
antioxidant; Kraffe et al. 2002) at -80 °C until later analysis. Masses of total lipids (TL),
total fatty acids (TFA) were expressed in nanograms per microgram of mussel.
Compositions of lipid classes and FA were expressed as the relative proportion of TL and

TFA, respectively.



130

Trophic resources

Particulate organic matter (POM) and fatty acid concentrations in seston were
determined at station Il as for post-larvae (n=2 replicates; Fig. 22) with 2 L seawater
samples taken 0.5-1 m from the surface. Sampled water was directly filtered through a
square mesh sieve (20 um) and stored in opaque bottles until filtration on glass-fiber filters
(GF/C, Whatman Ltd, Maidstone, UK). POM was quantified according to Aminot and
Chaussepied (1983) and lipids samples were stored as described previously for post-larvae.

The mass of TFA in the seston was expressed in micrograms per milligram of POM.
Lipids analysis

Mussel lipids were extracted in a DCM—-MeOH solution (2:1, v/v) following the
Folch et al. (1957) procedure and lipid classes (triacylglycerols: TAG, free sterols: ST and
phospholipids: PhL) determined by thin-layer chromatography coupled with flame
ionization detection (TLC/FID) on an latroscan MK-6 (Shell USA, Fredericksburg, VA,
USA) equipped with silica gel-coated Chromarods SIII (Shell-USA Inc., Fredericksburg,
VA, USA) (Parrish 1987). Fatty acid profiles were determined on neutral (NL) and polar
fractions (PL) separated on chromatographic column using silica gel hydrated
(preconditioned with DCM and MeOH). NL and PL fractions were eluted with either
DCM-MeOH (1 mL, 98:2, v/v) or MeOH (5 mL), respectively (Marty et al. 1992). Fatty
acids methyl esters (FAME) were produced using sulphuric acid—methanol (2:98, v/v) and
toluene. Finally, neutral FAME were purified using a chromatographic column on non-
hydrated silica gel. FAME of seston samples were extracted directly by transesterification
without prior extraction, using sulfuric acid—methanol (2:98, v/v) and toluene—methanol

(2:3, v/v) (Lepage & Roy 1984).

FAME were concentrated in hexane (100 uL for mussel NL and PL, and 200 pL for
seston) and analyzed in MS/MS scan mode (ionic range: 60—650 m/z) on a Trace GC (gas
chromatograph) coupled to a Polaris Q ion trap (Thermo Finnigan, Mississauga, ON, CA)
equipped with a Valcobond VB-5 capillary column (VICI Valco Instruments Co. Inc.,
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Broakville, ON, CA). Data were treated using Xcalibur v.1.3 software (Thermo Scientific,
Mississauga, ON, CA). Fatty acids (FA) were identified by comparing retention times with
known standards (Supelco 37 Component FAME Mix and menhaden oil; Supleco Inc.,
Belfonte, PA, USA).

Data analysis

Mixed-model repeated two-way ANOVAs were performed to examine the spatio-
temporal variation of larval concentration and size, settlement rate, recruitment, seston
quantity and quality, temperature and salinity. The temporal variation of shell size, mass,
and lipid classes in settled post-larvae was analyzed through mixed-model repeated one-
way ANOVAs. The temporal variability of the fatty acids content was analyzed between
the NL and PL fractions with mixed-model repeated two-way ANOVAs, with lipid fraction
as secondary fixed factor. Every test of repeated measures was computed using an
autoregressive structure in order to integrate the relative distance between sampling dates.
Kenward-Roger correction was applied for the computation of errors freedom degrees
when using mixed-model. Finally, mean FA profiles of post-larval lipid fractions and
seston were compared through mixed-model one-way ANOVAs. To prevent type 1 error
when analyzing fatty acids matrix, tests were first performed on SFA, MUFA, and PUFA
groups (saturated, monounsaturated, and polyunsaturated fatty acids, respectively). When
significant differences appeared within groups, analyses were performed on the pool of
individual FA by using the sequential Bonferroni correction. Data normality was verified
by a Shapiro-Wilk test and the variance homoscedasticity through direct observations of
residuals. When assumptions were not met, raw data were transformed, and if assumptions
were still not met, conclusions were retained if they agreed with a test on ranked data.
Pearson’s correlations were calculated between variables and a multiple regression model
(stepwise selection) was computed for the physiological data of settled post-larvae to
explain variations in settlement rate. SAS v.9.2 software (SAS Institute Inc., Cary, NC,

USA) was used for analyses.
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RESULTS
Larvae

Significant date X station interactions were observed for pelagic larvae (veliger and
pediveliger; Table 11). The veliger concentration was characterized by one peak of
abundance in station I and II at T24 and two peaks in station III at T28 and T38, with a
maximum of 74 + 6 ind L™ at T24 in station II (Fig. 23a). Pediveliger larvae were observed
for the first time at T31 in every stations and their concentration was characterized by two
peaks of abundance. The first one occurred at T35 in every station, without significant
spatial variation (mean value of 5.4 =2 ind L"), and the timing of the second one differed
among stations with peaks at T66, T63, and T52 in Station I, II, and III, respectively
(Fig. 23b). No significant spatial variation occurred in the losses between veliger and
pediveliger stages (Fp6 =1.39, p=0.32), which exhibited a mean value of 80 + 6 %.
Veliger and pediveliger time-series were weakly correlated in station I (Rho =0.48,
p =0.026), strongly in station II (Rho =0.90, p <0.0001), and moderately in station III
(Rho =0.72, p = 0.0002). Time lags of cross-correlations are 11 days in station I and II, and
7 days in station III. No significant spatial variation occurred in the mean larval shell length

(Table 11), which ranged from 113.3 £ 3.2 t0 292 £+ 17 pm during the season.

Significant date X station interactions were observed for all the settlement rate
parameters (Table 11). Pediveligers settled at a mean seasonal rate of 14.8 £ 1.9 ind m™' d”/,
accounting for 29.5 £2.1 % of newly settled mussels. Three peaks of intensity were
observed at T42, T52 and T63 with a maximum rate obtained in station III at T52
(117 + 13 ind m™ d”, Fig. 23¢). Benthic pediveligers were observed for the first time when
pediveliger larvae arrived in the water column (T31): representing 100 % of settled mussels
at this date, they accounted for more than 50% at T52 and T63 (Fig 23c—d). The
pediveliger settlement rate was moderately correlated with the pediveliger concentration in
the water column whatever the station (Rho = 0.60, p <0.0001 in stations I; Rho =0.47,
p =0.0036 in station II; and Rho = 0.60, p = 0.0001 in station III).
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Table 11: Results of repeated-mesures ANOVAs investigating the effect of date and station on mussel larval

stage, settlement and recruitment.

Dependent Date Station Date X Station
variables df F p-value df F D-value df F p-value
Pelagos
Veliger 23,123 3413 <0.0001 2,45 10.63 0.0002 46,116 4.33 <0.0001
Pediveliger 14, 68 18.89 <0.0001 2, 6 4.36 0.0679 28, 65 491 <0.0001
Post-larvae 12, 60 329 0.0012 2, 6 1.87 0.2337 24, 55 1.17 0.3079
% Post-larvae 12, 34 220  0.0357 2, 6 0.89 0.4574 21, 30 1.28 0.2618
Shell length 23,107 3750 <0.0001 2,34 027 0.7669 45,101 1.37 0.0974
Benthos
Settlement
Pediveliger 15, 74 12774 <0.0001 2, 6 0.70 0.5320 30, 70 1121 <0.0001
% Pediveliger 15, 78 6920 <0.0001 2,29 149 0.2429 30, 74 2.64 0.0004
Post-larvae 16, 23  66.76 <0.0001 2,11 998 0.0038 32, 26 1133 <0.0001
Recruitment 12, 58 29.80 <0.0001 2, 6 0.90 0.4553 24, 56 2.11 0.0114

Bold p-values indicate significant effect.

Post-larvae

No significant spatial variation occurred in the concentration and the proportion of
pelagic post-larvae (Table 11), which accounted for 12.7 +2.7 % of potential settlers
(pediveligers + pelagic post-larvae) at the season scale with maximum values reaching
50 % at T70 (Fig. 24a). Pelagic post-larvae were observed for the first time at T38 and their
concentration was characterized by one peak of abundance at T63 with 0.21 +0.07 ind L™

(Fig. 24b).

Post-larvae were observed on collectors for the first time at T35 with a mean seasonal
rate of 30.8 £3.2ind m' d”' and a maximum level of 162 + 16 ind m™ d” at T56 in each
station (Fig. 23e). At this date, the proportion of pediveligers in the settled mussels
decreased to 15.4 £ 1.8 % (Fig 23d), the post-larval settlement did not differ significantly
between stations, and a bloom of picoeukaryotes occurred synchronously in the water
column (TST; Toupoint et al. Submitted). The post-larval settlement rate did not correlate
with the pediveliger concentration in the water column. It was moderately related with
pediveliger settlement rate only in station II and III (Rho =0.63 and 0.40, p <0.0001 and
=0.0068, respectively), and no relationship occurred when data of settled pediveligers were

staggered according to one sampling date.
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Figure 23: (a) Veligers and (b) pediveligers concentration, (c) settlement rate of pediveligers and
(d) their proportion among total settlers, and (e) post-larvae settlement rate in stations
I, IT and [T in BHA, in 2008.
Mean + SE (n=3). * indicates a significant variation between two successive dates
(p <0.05). m = missing data.
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concentration , (c) the settled post-larval size and mass in station II,
and (d) size class frequencies in station Il in BHA, in 2008.
Mean + SE (n=number of samples; stippled bar = post-larvae
settlement peak). * indicates a significant variation between two
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Post-larval mean shell length and individual mass evaluated in station II (used for
lipid analysis) strongly correlated (Rho = 0.90, p <0.0001) and showed important temporal
variation (Table 12, Fig. 24c). Maximum values were observed at T59, T73 and T84
(>585 um and 122 pg ind') and drastic decreases observed between T63 and T70
(<470 pum and 50 pg ind™") were related to maximum concentrations of pelagic post-larvae
(Fig. 24c). Shell length of most settled post-larvae was in the range of 300—400 um
(13—67 %). The proportion of small post-larvae (<300 um) exceeded 22 % up to T59 but
then strongly decreased and reached negligible values after T70. Individuals larger than
400 um were first observed following the occurrence of pelagic post-larvae (T42) and were

predominant after the settlement peak (34—-87 %; Fig. 24d).

A significant date X station interaction was observed for the recruitment (Table 11).
We observed maximum values at T71 in station I and III (mean of 28 122 + 2 407 ind m™)
and at T78 in station II (25780 +2220ind m") followed by a drastic decrease at all
stations (Fig. 25). The recruitment significantly correlated with the settlement rate only in
station II (Rho=0.40, p=0.02) and there was no correlation with the concentration of

pelagic post-larvae in water column.

Station | Station Il Station il

s
0 AL

LR BRI e I : % : REEE
T57-64 71 T50-57 78 T50-57 71
Jul Aug Sep Oct Jul Aug Sep Oct Ju Aug Sep Oct

Figure 25: Mussel recruitment in stations I, I and I1I in BHA, in 2008.
Mean = SE (n = 3; dotted bar = post-larvae settlement peak). * indicates a significant variation

between two successive dates (p < 0.05).
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Table 12: Results of repeated-measures ANOVAs investigating the effect of date on seston lipid quality as

well as the effect of date and lipid fractions on settled post-larvae physiological conditions.

Dependent variables Date Fraction Date X Fraction
df F p-value df F p-value df F  p-value
Seston
TFA 11,5 210 0.2197
SFA 11,5 591 0.0261
MUFA 11,6 564 0.0283
PUFA 11,5 1784 0.0021
EFA 11,5 6.69 0.0289
Settled post-larvae
Shell length 13,14 1520 <0.0001
Mass 13,15 9.96 0.0001
TL 11,14 178 0.1528
PhL 11,14 086 0.5904
TAG 11,13 8.69 0.0001
ST 11,11 461 0.0074
TAG/ST 10,11 546  0.0052
TFA 10,31 1.93  0.0790 1,31 0.10 04389 10,31 1.82  0.0989
SFA 10,31  1.67 0.1335 1,31 033 05672 10,31 1.61 0.1500
16:1 10,31 3.66 0.0026 1,31 9698 <0.0001 10,31 1.65 0.1461
18:10-9 10,31 2.78  0.0140 1,31 143 02415 10,31 0.19 0.9960
18:1w-7 10,31 3.71 0.0024 1,31 468 0.0384 10,31 082 0.6162
20:1 10,31  1.93 0.0792 1,31 7234 <0.0001 10,31 190 0.0830
MUFA 10,31 3.66 0.0026 1,31 5332 <0.0001 10,31 1.85 0.0926
18:20-6 10,31 1.27  0.2900 1,31 1338 0.0009 10,31 048 0.8876
22:2 NMI 10,31 135 0.2482 1,31 6792 <0.0001 10,31 197 0.0725
18:3w-6 10,31  0.82 0.6121 1,31 11.18 0.0022 10,31 0.66 0.7551
18:30-3 10,31 275  0.0150 1,31 4344 <0.0001 10,31 0.83 0.6034
20:3w-6 10,31 136  0.2430 1,31 365.13 <0.0001 10,31 1.73 0.1180
18:4®-3 10,31  1.77  0.1093 1,31 15138 <0.0001 10,31 1.65 0.1374
20:4w-6 (AA) 10,31  1.83 0.0971 1,31 222  0.1465 10,31 1.63 0.1444
20:50-3 (EPA) 10,31  7.03 <0.0001 1,31 1682 0.0003 10,31 1.75 0.1131
22:50-6 (DPA) 10,31 238 0.0317 1,31 595  0.0206 10,31 1.74 0.1156
22:6w-3 (DHA) 10,31 211  0.0545 1,31 3387 <0.0001 10,31 1.34 0.2529
PUFA 10,31 2.61 0.0199 1,31 6.04 0.0197 10,31 1.56 0.1667

EFA 10,31  3.00 0.0092 1,31 2756 <0.0001 10,31 149 0.1901

TL =total lipids; PhL = phospholipids; TAG = triacylglycerols; ST = sterols; TFA = total fatty acids; SFA, MUFA, and

PUFA =saturated, monounsaturated, and polyunsaturated FA; EFA =essential FA (AA + EPA + DHA); NMI = non-methylene
interrupted; AA, EPA, DPA, and DHA =arachidonic, eicosapentanoic, docosapentanoic, and docosahexaenoic acids.

Bold p-values indicate significant effect (p<0.05).
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Trophic conditions

No significant temporal variations were observed for mass of TFA because of large
variations among dates. In contrast, percentages of FA groups (SFA, MUFA, PUFA and
EFA; Table 12) were characterized by a significant higher level of SFA and lowest rates of
PUFA/EFA at T70 (Fig 26a,b,c). Detailed fatty acids profiles indicate that food for
mussels mainly consisted in 16:0, 14:0, 16:1, 20:50-3 (EPA) and 22:6w-3 (DHA) as they
each represent more than 10% and together, near 65 % of total fatty acids (Table 13).
Briefly, seawater temperature and salinity ranged from 8.2 to 23.6 °C and from 29.1 to
30.9 ppm, respectively.

Mussels physiological conditions

Settled post-larvae contained 7.6 + 0.8 ng ug” of TL on average throughout season
and were constituted by 58.5+2.2% of PhL (Fig. 26d,e). Both parameters did not
significantly vary with time in contrast to TAG and ST (Table 12; Fig. 26e). Levels of TAG
and ST showed maximum values over 35 % and 5 % of TL respectively, and minimum
values of zero (Figure 26e). TAG was the only lipid class significantly correlated with
water temperature (Rho =0.58, p =0.0005). Post-larval shell length was positively
correlated with TAG and ST (Rho=0.68 and 0.65, respectively, p <0.0001), and
negatively correlated with PhL (Rho =-0.39, p=0.0261). Thus, considering ST as an
indicator of shell length (and indirectly of tissues mass), we used the TAG/ST ratio as
physiological index. This index showed a seasonal mean of 5.6 + 1.2 and significant
temporal variations with a maximum value of 20.3 + 2.9 at T70 (Fig 26f). This ratio was
positively correlated with SFA (Rho =0.76, p=0.0042), and negatively with PUFA and
EFA in the seston (Rho =-0.78 and -0.64, p = 0.0029 and 0.0248, respectively).
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Figure 26: (a-c) Mass and proportion of fatty acids in the seston, and (d-e) mass of total lipids and proportions

of lipid classes, (f) TAG/ST ratio, and (g-i) mass and proportions of fatty acids in mussel post-

larvae.

TFA = total fatty acids; FA = fatty acids; SFA, MUFA, and PUFA = saturated, monounsaturated,
and polyunsaturated FA; EFA=essential FA (AA+ EPA+DHA); TL=total Ilipids;
PhL = phospholipids; TAG = triacylglycerols; ST = sterols. Mean + SE (n=2-3 for lipid classes,

2—-6 for FA; stippled bar = post-larvae settlement peak). * indicates a significant variation between

two successive dates (p < 0.05).
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Table 13: Mean fatty acids profiles (%) in post-larvae and seston, and results of ANOVAs comparing mean

FA rates between lipid fractions of post-larvae and seston.

- POST-LARVAE SESTON 1-way ANOVAs
PL NL df F p-value  post-hoc
%k * %k
14:0 1.67 £ 0.13 480 + 037 1418 = 094 2,63 30095 <0.0001 S NL PL
16:0 1701 £ 099 17.64 £ 095 1860 = 0.81 2,62 121  0.305
18:0 10.74 + 1.05 8.61 + 0.82 265 + 014 2,62 131.00 <0.0001 P*L I:IkL E
¥ SFA 33.10 = 1.89 3445 + 1.11 39.74 £ 099 2,64 581 0.0048 § NL PL
*
16:1 552+ 050 1242 £ 065 1085 = 056 2,64 4698 <0.0001 NL S PL
18:10-9 3.09 £ 036 331 £ 021 341 £ 023 2,62 146 0.2391
18:10-7 261 + 0.11 298 £ 0.16 420 = 019 2,63 29.52 <0.0001 ; NL PL
20:1 449 £ 027 233 £ 011 040 = 0.04 2,63 34448 <0.0001 P*L I\TL E
T MUFA 17.19 + 0.59  22.60 + 0.66 20.69 = 041 2,63 2397 <0.0001 Nﬂi ’5 ITL
*
18:20-6 2.87 + 0.23 421 + 024 385+ 0.6 2,71 1023 <0.0001 NL S PL
22:2 NMI 205 + 0.13 0.70 + 0.09 006 + 004 2,64 10371 <0.0001 P*L I\TL E
18:3w-6 129 + 023 328 + 042 106 £ 022 2,63 1496 <0.0001 1\>IkL PL S
18:30-3 283 £ 033 625 + 043 409 + 037 2,63 2881 <0.0001 I\TL E ;L
20:30-6 407 + 0.15 0.99 + 0.08 056 + 0.08 2,64 31680 <0.0001 P*L NL S
18:4@-3 148 £ 0.15 462 + 023 541 + 047 2,63 5851 <0.0001 § I\TL ;L
20:4m-6 (AA) 438 + 0.75 3.13 £ 0.59 091 + 006 2,64 890 0.0004 PL NL *s
20:5w-3 (EPA) 9.40 £ 0.64 707 £ 030 1008 £ 032 2,62 20.69 <0.0001 S PL ITIL
22:5w-3 (DPA) 261 £ 042 134 + 0.15 144 = 012 2,63 729 0.0014 I;kL S NL
22:6w-3 (DHA) 13.85 + 0.94 8.17 £ 044 1125 + 065 2,63 2222 <0.0001 I;kL E I>\kIL
L PUFA 4972 + 234 4295 £ 128 3957 £ 1.11 2,63 9.63 0.0002 l;kL NL S
* * *
T EFA 27.63 + 1.85 1838 + 0.82 2224 + 0.75 2,63 1660 <0.0001 PL S NL

Data are Mean + SE (n =28 for NL, 25 for PL, and 21 for seston). Bold p-value indicate significant effect (p<0.05).

*and "~ indicate significant and non-significant difference, respectively.

Presented FA were detected at a level exceeding 2 % in at least one component.
Non-presented FA were: 15:0, 17:0, 20:0, 21:0, 22:0, 24:0, 14:1®-5, 15:10-5, 17:10-7, 18:10-5, 22:10-11, 22:10-9, 24:1,
20:2NMI, 20:2m-6, 22:2m-6, and 20:3w-3.
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The TFA content of settled post-larvae was 1.9 +0.1 ng pg” and it did not vary
significantly with both time and lipid fractions (Table 12; Fig. 26g). Levels of MUFA,
PUFA, and EFA in post-larvae varied significantly with time (Table 12), but there were
very few differences between successive dates (Fig. 26h, 1). No major changes occurred in
relation to the settlement peak except the significant decrease of EFA (from 25 to 20 % of
TFA, at T52-56). The 16:1, 18:1w-9, 18:lw-7, and 20:50-3 (EPA) were the only
individual FA with significant temporal variations (Table 12), but only 16:1 and 18:1®-7
significantly varied among successive dates with no relation to the settlement peak

(Fig. 26i).

Since there were no significant date X lipid fraction interactions on the post-larval FA
composition (Table 12), the detailed FA profiles were compared among lipid fractions (PL
and NL) of post-larvae and the seston (Table 13). Post-larval PL and NL were characterized
by 8 dominant FA, which accounted together for more than 69 % of FA contents. The 5
most important FA common to both fractions were in decreasing order: 16:0, 22:6®-3
(DHA), 18:0, 20:50-3 (EPA), and 16:1. Other dominant FA diverged between fractions: 1)
20:1, 20:40-6 (AA), and 20:3w-6 in PL, and ii) 18:3w-3, 14:0, and 18:4®m-3 in NL. We
observed accumulation of 18:0, 20:1, 18:3w-3, 20:3w-6, 20:4w-6 and 22:6®-3 in neutral or
polar fractions of post-larvae (lower levels measured in seston). Finally, although 22:2 NMI
was not a dominant FA, its content was significantly higher in PL (> 2%) than in NL

(< 1%), and almost absent in seston (Table 13).

Among all physiological parameters examined (post-larval size; mass of total lipids,
TAG, ST, PhL; SFA, MUFA, PUFA, EFA and mass of TFA in both PL and NL fractions),
the mass of TFA in PL fraction was the only one to significantly correlate with the post-
larval settlement rate (Rho =-0.51, p=0.01). In addition, the regression model provided 6
variables that significantly explained 90 % of the post-larval settlement rate: TFA, EFA,
MUFA, and SFA in PL (R? =0.25, 0.19, 0.17, and 0.05, respectively); post-larval size and
TFA in NL (R? =0.14 and 0.10, respectively).
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DISCUSSION
Spatial variability

A highly spatial aggregative distribution of Mytilus edulis larvae was observed. This
is in agreement with our hypothesis about a strong small-scale spatial variability of
veligers, pediveligers and settlers. These results partly contrast with Porri et al. (2006a)
who showed a significant variability at the 100-m scale for the settlement of Perna perna,
but not for larval concentration. Although veliger and settler densities were highly variable
at 1-km scale (among stations), we observed a high variability within stations (<90 m
between replicates) for several peaks of pediveligers, suggesting a finer spatial scale of
variability for competent larvae. In contrast to pelagic veligers and pediveligers, byssal-
drifting post-larvae exhibited a homogeneous spatial distribution at our scale of observation
(<1 km). Various scales of spatial heterogeneity may be related to the morphological

features of each developmental stage and to larval behavior as means to increase fitness
(Burgess et al. 2009).

Veliger larva is an ontogenic stage oriented towards food acquisition, growth, and
reserves accumulation while pediveliger larva is the stage during which there is selection
for suitable settlement habitat leading to subsequent metamorphosis into post-larva. Both
veligers and pediveligers swim into the water column using their velum, but competent
larvae can also crawl on the substratum with their foot and settle through anchoring with
byssal treads. When needed, pediveligers can delay their metamorphosis until suitable
conditions are found (Bayne 1965) and they also can actively return into the water column
using byssal-drifting as a dispersal mode (Sigurdsson 1976). Many morphological changes
occur during this ‘delay’ period, ending up to the complete velum degeneration and thus to
a reduction in feeding ability (Bayne 1965). We can hypothesize behavioral differences
between early and late pediveligers, as the latter could show lesser substrate discrimination
or spontaneous metamorphosis (Bishop et al. 2006a). Without velum, a mussel post-larva
can drift into the water column by producing a specific thread, which strongly differs from

an attachment thread according to their own structure and origin (Lane et al. 1985). Post-
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larvae actively control their dispersal by initiating resuspension, sinking and settlement,

until a suitable habitat is encountered for the next developmental stage (Bayne 1964a).

Various scales of spatial heterogeneity during the larval ontogeny could explain the
different delays and correlations between veliger and pediveliger time-series. As suggested
in Toupoint et al. (Submitted), this delay provides a good estimate of the time required to
reach larval competency. Larval development is expected to be very homogenous in such a
small semi-enclosed lagoon (3 km?) as suggested by the similar mean larval shell length
and the 80 % losses during the larval pelagic phase at all stations. These results are in
agreement with Pedersen et al. (2008) demonstrating remarkable unity in larval losses

among mollusk taxa.

In contrast with Porri et al. (2006a), our results suggest that the spatial pattern of
mussel settlement results from a differential larval availability. In the present study,
competent larvae (pelagic pediveligers) immediately settled as benthic pediveligers when a
substrate is available. However, the dynamics of pelagic pediveliger and settled post-larvae
abundances were decoupled. In agreement with Porri et al. (2008b), the post-larval
settlement peak was synchronized in each station while strong differences occurred among
stations for the rest of the season. Finally, the number of recruits decreased to a similar
value at all stations in late September whatever the spatial variations observed in mussel
recruitment during the season. This could be related to processes cancelling the spatial
variability observed earlier in life history, such as self-thinning (Frechette et al. 2010,
Lachance-Bernard et al. 2010) and fall-off of macro-algae on which post-larvae had settled
(Bourque et al. 2004).

Decoupling between larval supply and settlement

Several indications of metamorphosis delay and byssal drifting were observed, and
such processes could explain the decoupling between larval supply and settlement. That
corroborates assumptions of Pineda et al. (2010), who suggest that behavior is one of the

major causes of this distortion. The wide range in shell length observed among
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metamorphosed individuals suggests that different developmental stages of post-larvae
settled on substratum within 3—4 days. Since individuals > 400 pum settled just after the first
occurrence of pelagic post-larva, it justifies our classification of primary (newly
metamorphosed larvae) and secondary (byssal-drifting post-larvae) settlers. The decoupling
between settled pediveligers and post-larvae as well as the dominance of individuals
> 400 um among settled post-larvae both reflect metamorphosis delay in the lagoon. Such
phenomenon was already suspected to occur in the lagoon as Toupoint et al. (Submitted)
found large non-metamorphosed individuals in the pelagos in 2007 and Martel et al.

(in prep.) observed a net increase in mean size at metamorphosis through the time.

Byssal-drifting and subsequent secondary settlement are important in the lagoon. This
is suggested by the presence of pelagic post-larvae (up to 50 % of “ready to settle”
individuals) in the water column, the correspondence between their concentration and the
size/mass of settled post-larvae, and the growing contribution of > 400 um post-larvae to
settlement (up to 87 %). However, resuspension in the plankton could reduce survival and
the possibility to reach new suitable habitats (Thorson 1950), so it could be safer to
optimize the substratum exploration while minimizing drifting events. Through byssal-
drifting, post-larvae could undergo successive resuspensions until they reach 2 mm
(de Blok & Tan-Maas 1976, Sigurdsson 1976). Post-settlement dispersal, which have been
demonstrated for many benthic invertebrate species (e.g., de Montaudouin 1997, Wang &
Xu 1997, Moksnes et al. 2003, Olivier & Retiere 2006), is under behavioral control
(Norkko et al. 2001, Lundquist et al. 2004) and scales of dispersal are related to the drifter’s
size (Olivier & Retiere 2006). In addition, a recent study demonstrated that thread drifters
were significantly more abundant during downwelling/relaxation events than during
upwelling events (Shanks & Shearman 2011), suggesting that hydrodynamism influences
the post-larval resuspension rate. The secondary dispersal phase was first described in
Mpytilus edulis post-larvae by Bayne (1964a) in his primary-secondary settlement theory
which proposes that larvae actively settle and metamorphose on a primary substratum
(filamentous algae for mussel) which is then abandoned by the post-larvae for a surface

more adequate for adult life (adult population for mussel). Some authors working on the
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brown mussel (Perna perna) demonstrated that the ontogenic change of behavior would
occur during the post-larval ageing, as young mussels changed their habitat preferences

when reaching 9 mm (Erlandsson et al. 2008).
Post-larval physiological conditions

The bloom of picoeukaryotes did not improve post-larval physiological condition as
no biochemical changes in lipid classes and fatty acid composition of post-larvae were
observed in relation to the trophic settlement trigger (TST). The mass of total lipids and
fatty acids did not vary during the season, no significant distinction occurred between lipid
fractions, and neither lipid classes nor FA composition clearly varied in relation with the
mussel settlement peak. In fact, TST could operate through quorum sensing signals rather
than by offering a nutritive advantage for peri-metamorphic stages, even if the potential
nutritive advantage of the plankton bloom could have been used instantaneously by larvae
and post-larvae, explaining the absence of changes in their physiological state. It can thus
be hypothesized that triggering cue(s) from picoeucaryotes are related to exoproducts
secreted by the phytoplanktonic species during the bloom (Starr et al. 1990). Most studies
dealing with the role of chemotactism in the settlement process focus on the biofilm and the
influence of bacteria and/or eukaryotes (Leyton & Riquelme 2008, Van Colen et al. 2009,
Hadfield 2011). However, Toupoint et al. (Chapter 2) suggested a hierarchical order in cues

influencing mussel settlement with pelagic factors dominating the benthic fac tors.

An important depletion of energy reserves was observed in primary settlers including
both non-delaying and delaying larvae (<300 pm and 300—400 pm, respectively). Neutral
lipids, and particularly triacylglycerols (TAG), are the primary endogenous energy reserve
of bivalve larvae (Holland 1978, Gallager et al. 1986, Delaunay et al. 1992). In fact, low
TAG levels are classically observed in newly settled larvae (Holland & Spencer 1973) as
the physiological requirements of metamorphosis induce a strong depletion of energy
reserves (Pernet et al. 2006a). In the present study, TAG were detected in post-larvae only

when secondary settlers (> 400 um) exceeded 13 % of the post-larval pool. In addition, our



146

results showed that TAG were the only lipid class correlated to seawater temperature. Such
trend comforted Rayssac et al. (2010) finding, could be explained by a better ingestion rate
at high temperature due to higher enzymatic activity (Rico-Villa et al. 2009), thus providing

a better accumulation of energy reserve.

The TAG/ST ratio did not vary in parallel to the TST suggesting that the
phytoplanktonic bloom did not provide a nutritive advantage for secondary settlers. As
levels of lipid classes is related to the size of the organism, TAG content is usually adjusted
to the sterols content (ST; neutral structural lipids) to compare the quality of organisms
with different sizes. The TAG/ST ratio is correlated to larval growth, survival, and habitat
selection (Delaunay et al. 1992, Ouellet et al. 1995) and thus reflects larval quality (Fraser
1989) and could provide a nutritional index (Farias et al. 2003, Ben Kheder et al. 2010b).
Globally, the mean value TAG/ST was 6, indicating that late post-larvae would benefit of
relatively high food ration during the season (Ben Kheder et al. 2010a). Nevertheless, we
cannot exclude a potential biochemical advantage for primary settlers because the use of

size classes to characterize post-larvae during the settlement peak could blur the response.

PUFA represented 43-50 % of total fatty acids with EFA levels of 18.4 to 27.6 %.
These levels are in good agreement with laboratory studies on bivalve larvae (Leonardos &
Lucas 2000) and post-larvae (Gagné et al. 2010). Fatty acids (FA) in bivalves are related to
their trophic resources (de Moreno et al. 1976, Langdon & Waldock 1981, Soudant et al.
1999). Briefly, dietary FA are stocked in neutral lipids where they could be either 1)
degraded through B—oxidation to provide energy, or ii) incorporated in polar lipids involved
in membrane structure and cell biochemistry (Bergé & Barnathan 2005). Some
polyunsaturated fatty acids (PUFA) including arachidonic (AA, 20:4®-6), eicosapentanoic
(EPA, 20:5w-3), and docosahexaenoic acids (DHA, 22:6®-3) are considered essential for
growth, development and survival of marine animal organisms (Glencross 2009) and
classified as essential fatty acids (EFA). In the present study, PUFA and EFA tended to
increase at the end of the season, probably due to metabolic changes along the post-larval

ontogeny as the fraction of secondary settlers was higher during this period. But, fatty acids
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composition was not clearly related to post-larval developmental stages in contrast to lipid

classes.

The higher bioconcentration of DHA, 18:0, EPA, 20:1, 20:3w-6, and 22:2 non-
methylene interrupted (NMI) found in polar fraction compared to neutral fraction reflected
the physiological post-larval requirement in natural environments. DHA was observed to be
the most bioconcentrated FA in polar fraction in bivalve larvae (Marty et al. 1992, Soudant
et al. 1998), due to its major role in maintaining the membrane structure and integrity
(Delaunay et al. 1993). 18:0 has already been described to accumulate in larvae (Alkanani
et al. 2007), although it is not considered to be essential (Whyte et al. 1989). In addition,
EPA plays an important role in metabolism as a precursor of eicosanoids hormones (Smith
& Murphy 2003). Globally, our results on the dominant FA (16:0, DHA, 18:0, EPA, and
16:1) in the post-larvae corroborate previous studies done in both natural and controlled

environments (Freites et al. 2002a, Gagné et al. 2010).

Although NMI were not a dominant FA, our results strengthened their physiological
importance. In fact, NMI are the only PUFA that marine animals can biosynthesize de novo
(Barnathan 2009), and they could be a potential alternative PUFA when EFA are deficient
(Zhukova & Svetashev 1986, Pernet et al. 2006b). Highly concentrated in PL, and
particularly in organs more exposed to the environment (such as gills, mantle or foot; Bergé
& Barnathan 2005), NMI are expected to play an important structural-type function (Freites
et al. 2002b). In the present study, the bioaccumulation of 18:0 (stearic acid) and 20:1
(eicosenoic acid) could be linked to the NMI biosynthesis because these FA are precursor

compounds (Zhukova 1986, 1991).
CONCLUSION

In the present study, we validated our first hypothesis (H1) about important small-
scale (< 1 km) variability for mussel larvae and settlers concentration. For pelagic stages,
various scales of spatial variation are related to various developmental stages, suggesting

that behavior is an important factor to consider in ecological studies about settlement.
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Nevertheless, settlement variability has a very moderate impact on recruitment at such
spatial small-scales since post-settlement processes homogenize differences later in the
season. In addition, we did not validate totally our second hypothesis (H2) as we
demonstrated a coupling between larval supply and settlement of non-metamorphosed
settlers (pediveligers) and a major decoupling between larval supply and post-larvae settlers
which could be related to behavioral features, such as metamorphosis delay and/or byssal -
drifting. Finally, we infirmed our third hypothesis (H3) since the trophic settlement trigger
seems to provide no physiological advantage for mussels, suggesting that TST mostly relies
on chemical cues. Nevertheless, these observations could be blurred by the mix of primary
and secondary settlers on collectors. Thus, there is a need to separate the distinct
developmental stages in such physiological studies. Finally, we confirmed that essential
fatty acids (DHA, EPA, and AA) are important for the metabolism of young mussels in a

natural autotrophic context, but also showed a special requirement for non-essential ones.
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CHAPITRE 4
CONCLUSION

Comme chez tous les animaux aquatiques, les lipides constituent la principale source
d’¢énergie chez les larves de bivalve. Les lipides sont constitués de plusieurs classes, dont
les deux principales sont les phospholipides et les triglycérides tels que nous 1’avons
démontré chez les jeunes post-larves. Ces classes de lipides sont constituées d’acide gras
dont les niveaux d’insaturation (double liaison) sont plus ou moins importants. Les acides
gras polyinsaturés sont de premiére importance pour la croissance et le développement des
larves, et parmi eux certains sont considérés essentiels (EFA) car les bivalves ne peuvent
pas les biosynthétiser (Sargent et al. 1997, Glencross 2009). Sur ces bases, la nourriture
utilisée en conchyliculture est constituée d’un mélange d’especes phytoplanctoniques,
éventuellement enrichi, qui offre aux larves des taux élevés en EFA (Milke et al. 2004,
2008, Nevejan et al. 2008). Les recherches menées en écloserie quant a 1’importance des
acides gras pour I’¢levage de bivalves se sont concentrées sur le role des EFA
eicosapentanoique (20 :5w-3, EPA) et docosahexaenoique (22 :6m-3, DHA), et dans une
moindre mesure, arachidonique (20 :4w-6, AA). Bien que de récents travaux suggerent que
la performance larvaire dépend d’un bon équilibre entre les EFA en plus de la quantité
totale de ces derniers (Pernet & Tremblay 2004, Pettersen et al. 2010), les réels besoins en

EFA chez les larves de bivalve sont encore peu détaillés (Marshall et al. 2010)

Les recherches menées en milieu naturel impliquent 1’utilisation des acides gras
comme marqueurs alimentaires par 1’étude de leur transfert entre les différents échelons
d’un réseau trophique (Napolitano et al. 1997, Iverson et al. 2004, Thiemann et al. 2008).
Le role majeur joué par les EFA a également ét¢ suggéré en conditions naturelles (Brett &

Muller-Navarra 1997, Muller-Navarra et al. 2000) et les EPA, AA et DHA sont considérés
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comme les plus importants dans les réseaux trophiques aquatiques (Muller-Navarra et al.
2004). Néanmoins, les résultats obtenus sont moins nuancés que ceux acquis en laboratoire
puisqu’une certaine homéostasie s’installe face aux variations du milieu (Muller-Navarra
2006). En effet, dans un contexte de productivité, une emphase particuliére a pu étre portée
sur la qualité de la nourriture en adaptant les facteurs environnementaux a 1’espéce cultivée,
méme si 1’optimisation des ces derniers constitue une des contraintes majeures de
I’industrie (Robert & Gerard 1999). En milieu naturel, les variations chroniques (saisons,
marées et rythme circadien) et ponctuelles (événements climatiques, perturbations
anthropiques) sont des facteurs susceptibles de relativiser les effets décrits en conditions
controlées, puisqu’elles affectent non seulement les parametres environnementaux, mais
aussi les conditions trophiques et les multiples interactions biotiques au sein d’un

écosysteme.

A notre connaissance, le présent projet de recherche constitue la premiére étude
menée en milieu naturel qui traite de I’influence de la composition lipidique de la ressource
trophique au cours de 1’étape cruciale du développement, a savoir le recrutement. Ayant
pour objectif initial de tester le role nutritionnel des EFA dans le plancton et le biofilm,
cette recherche fournit des informations originales sur les mécanismes impliqués dans la
fixation des jeunes moules (Mytilus edulis, Linnaeus 1758; Figure 27). En particulier, elle
met en évidence le controle prédominant que peuvent exercer les communautés
phytoplanctoniques sur le succes de recrutement de la moule bleue en montrant 1’existence
1) d’un « match/mismatch » avec la qualité lipidique du plancton et ii) d’un déclencheur
trophique de la fixation (« trophic settlement trigger », TST). Cependant, bien que le role
nutritionnel des EFA semble important pour le recrutement de 1’année, aucune influence
particuliere ne fut observée sur les comportements de fixation face aux variations des
communautés benthiques (biofilm) et pélagiques (plancton) au cours d’une saison. Les
larves et post-larves de moule semblent étre fortement influencées par 1’abondance du
picoplancton autotrophe (picoeucaryotes, 0.2—2 um) au sein des communautés benthiques
et pélagiques. Des ¢tudes complémentaires seraient nécessaires pour statuer sur la nature

des interactions existantes entre les jeunes moules et ce petit phytoplancton.
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Figure 27: Schéma conceptuel montrant les mécanismes identifi€s au cours du projet.
R = reproduction ; M = métamorphose ; FI et FII = fixation primaire et secondaire ; Rm = retard
de métamorphose; Db=dérive Dbysso-pélagique; TST =trophic settlement trigger ;
MM = match-mismatch.

MATCH/MISMATCH AVEC LA QUALITE DE LA NOURRITURE

Les résultats acquis au cours de cette ¢tude fournissent des données complémentaires
a la théorie du « match/mismatch » de Cushing (1990) en proposant que le succes de
recrutement de la moule bleue, Mytilus edulis, ne dépend pas seulement de la quantité de la
ressource trophique et de la dynamique de sa production. Pour la premicre fois, cette étude
suggere que le recrutement est amélioré lorsque, a concentration équivalente, le seston est
plus riche en EFA durant la période de développement larvaire (Chapitre 1). Cela appuie
les précédentes hypothéses émises quant a la meilleure efficacit¢ d’un réseau trophique
autotrophe (Berglund et al. 2007, Perhar & Arhonditsis 2009). En 2007, la qualité lipidique
de la ressource trophique était caractérisée par des taux trés faibles en EFA (< 2 %), qui
refléteraient la dominance d’une production hétérotrophe. En 2008, les taux en EFA (22 %)
¢taient typiques d’une production autotrophe qui fut confirmée par I’analyse du plancton au
cytometre de flux. A cet égard, la composition en acide gras déterminée chez les post-larves
en 2008 atteste de 1’accumulation de ces EFA (Chapitre 3). Etant donnée 1’importance qui

leur est attribuée au cours de 1’ontogénie larvaire et post-larvaire (Langdon & Waldock
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1981, Delaunay et al. 1993, Soudant et al. 1998, Labarta et al. 1999, Pernet & Tremblay
2004, Pernet et al. 2005, Gagné et al. 2010), les recrues de 2008 auraient bénéfici¢ d’un
avantage physiologique qui pourrait expliquer un meilleur taux de recrutement de

16 100 ind/m contre 9 800 ind/m en 2007 a la fin du mois d’aoft.

Globalement, nos résultats suggerent que la variation interannuelle du taux en EFA
dans le plancton est susceptible d’affecter la dynamique des populations en milieu marin,
tel que le propose Litzow et al. (2006) avec le concept d’« EFA limitation ». Ces auteurs
suggerent qu’une restriction en EFA dans le réseau trophique pélagique affecte la structure
des communautés de poissons, et pourrait, par voie de fait, influencer celle des niveaux
trophiques supérieurs. Toutefois, une caractérisation du profil lipidique des recrues de 2007
aurait été nécessaire pour valider 1’hypothése d’un avantage physiologique en 2008.
Classiquement, les animaux marins contiennent des taux ¢levés en acides gras
polyinsaturés de type oméga trois a longues chaines carbonées (m-3 PUFA) (Joseph 1982)
qui, produits par les organismes autotrophes (Viso & Marty 1993, Saito 2004),
s’accumulent dans les niveaux supérieurs des réseaux trophiques (Kainz et al. 2004, Saito

etal. 2005).

Alors que la capacité¢ de biosynthése des -3 PUFA, tels que EPA et DHA, est
considérée comme nulle chez les bivalves (Marty et al. 1992, Delaunay et al. 1993, Soudant
et al. 1998, Glencross 2009), ces derniers peuvent néanmoins biosynthétiser de novo des
acides gras non-méthyléne interrompus (NMI; Ackman & Hooper 1973, Paradis &
Ackman 1977, Zhukova 1986, Barnathan 2009), qui constituent des PUFA alternatifs lors
d’une déficience en EFA (Klingensmith 1982, Zhukova et al. 1992, Pernet et al. 2006b).
Ainsi, les conditions trophiques observées en 2007 ne permettant pas aux jeunes recrues de
moule d’accumuler des EFA, ces derniéres devraient contenir des taux élevés en NMI. En
outre, le fait que les post-larves aient concentré un minimum de NMI dans leurs tissus
malgré la présence d’une ressource riche en EFA (2008, Chapitre 3) atteste du role
important de ces acides gras ‘non-essentiels’, qui sont souvent associés aux membranes

chez les bivalves (Zakharstev et al. 1998, Kraffe et al. 2004, Pernet et al. 2006b, Alkanani
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et al. 2007). Rares sont les études menées en milieu cotier qui montrent des taux en EFA
proches de zéro et des NMI dominant les PUFA chez des moules (Biandolino et al. 2008,
Prato et al. 2010). Jusqu’a présent, de tels profils ont généralement ét¢ observés dans les
milieux extrémes que sont les sources hydrothermales, ou la production autotrophe est nulle

(Pond et al. 1998, Saito 2008, Colago et al. 2009).

L’étude taxonomique des communautés planctoniques de 2007 serait nécessaire pour
confirmer les profils lipidiques observés. En effet, les taux infimes en EFA mesurés dans le
seston sont habituellement décrits pour des milieux oligotrophes polaires (Fahl & Kattner
1993, Falk-Petersen et al. 1998) ou profonds (Rossi et al. 2008). Ils sont particulierement
atypiques des zones cotieres, ou la production autotrophe est souvent considérée
dominante. De faibles concentrations en PUFA peuvent étre reliées a une intense oxydation
de la matiére organique particulaire lorsque les nutriments et la production
phytoplanctonique sont limités et/ou les détritus concentrés (Mayzaud et al. 1989, Parrish et
al. 2005). Néanmoins, ces périodes sont plutdt épisodiques et ne caractérisent pas les
conditions rencontrées pendant une saison enticre telle qu’observées dans la présente étude.
Les lagunes cotieres des iles de la Madeleine sont des milieux oligotrophes, ou la
production primaire est forte, dominée par de petites cellules et soutenue par un réseau
trophique bactérien (Roy et al. 1991, Trottet et al. 2007). Au demeurant, ce type de
production a déja été observé dans d’autres environnements lagunaires (LeBorgne et al.
1997, Dupuy et al. 2000, Gilabert 2001, Perez-Ruzafa et al. 2002). En se basant sur
I’analyse de la composition en acides gras du seston, Mudge et al. (1998) ont observé que
les lagunes cdtieres a production bactérienne dominante sont typiques des zones de rejets

anthropiques qui communiquent avec des eaux marines.

Les profils lipidiques obtenus au cours de la saison 2007 refléteraient donc une
production bactérienne accrue et la divergence observée en 2008 (production
phytoplanctonique typique) suggeére une importante variabilité interannuelle des conditions
trophiques. L’activité et la composition planctonique d’un écosysteme dépendent des

nutriments, et la récente appréhension de phénomeénes complexes au sein des communautés
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microbiennes (fixation de 1’azote, dénitrification, oxydation de 1’ammonium) impose la
révision des principes de bases du recyclages des nutriments (Arrigo 2005). Dans ce sens,
Malzhan et al. (2007) suggerent que 1’assouvissement des besoins en nutriments chez les
consommateurs, tels que les larves de moule, est un pré-requis pour que la qualité lipidique
de la ressource trophique puisse influencer leur croissance. La compréhension du
fonctionnement des écosystémes marins cotiers requiert donc la connaissance des
mécanismes susceptibles de moduler la production planctonique, dont découlent
directement des phénomenes régulateurs de la dynamique des populations, tel que le

match/mismatch.

Ainsi, des campagnes de terrain additionnelles prévoyant les mémes analyses qu’en
2008 seraient a envisager afin de confirmer le principe du « macth/mismatch » avec la
qualité de la ressource en milieu naturel. Toutefois, cela pourrait s’avérer fastidieux puisque
I’idéal serait bien str de pouvoir répliquer chacune des deux situations observées ici. De
plus, bien qu’une grande diversité de parametres ait ét¢ suivie en 2007 et 2008, la présente
¢tude n’a pas pris en compte 1’advection larvaire hors de la lagune. Il serait donc pertinent
de I’évaluer lors de prochaines sessions d’échantillonnage car elle est susceptible d’affecter
le succés de recrutement et peut alors nuancer I’importance de la qualité¢ de la ressource
trophique. La construction d’un modele de productivité larvaire constituerait une bonne
méthode d’évaluation de cette advection. L’estimation du stock de géniteurs, via
I’inventaire des gisements, et de leur capacit¢ de reproduction, via des analyses
histologiques, permettrait de calculer des densités larvaires théoriques et de les comparer
avec les concentrations observées. La différence entre les deux valeurs refléterait alors

I’export potentiel des larves.
LE COMPORTEMENT DE LA FIXATION

Malgré les différents contextes trophiques observés en 2007 et 2008, les résultats
obtenus fournissent des indications communes quant au comportement des larves et post-

larves de moule, qu’elles soient benthiques ou pélagiques. Tout d’abord, la concentration
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larvaire et le taux de fixation a petite échelle spatiale présentent une importante variabilité
spatio-temporelle (<1 km; Chapitre 1 et 3). En effet, les larves pélagiques de moule se
distribuent le plus souvent de maniere agrégative (McQuaid & Phillips 2000) et leurs
abondances peuvent varier trés fortement a trés petite échelle temporelle (Pulfrich 1997). 1l
est largement admis que la dispersion a grande échelle est influencée par
I’hydrodynamisme (Pineda 1991, Bertness et al. 1996), mais le comportement des individus
est aussi un facteur a ne pas négliger (Dobretsov & Miron 2001, Metaxas 2001). La
présente ¢tude suggere une modulation des patrons de variation au cours de 1’ontogénie et
relie ce phénomene aux différences comportementales (Chapitre 3). Cela conforte 1’idée
que les larves planctoniques ne doivent pas étre considérées comme des particules inertes
(Shanks & Brink 2005, Morgan et al. 2009), et ce particulierement lorsqu’elles deviennent
compétentes (Baker & Mann 2003). Malgré la contrainte que peut représenter
I’hydrodynamisme (Butman 1987), les larves compétentes (pédivéligéres) ont la capacité
de se fixer au substrat via la production de byssus afin d’initier leur métamorphose en post-
larves. A ce stade, le comportement des larves pédivéligéres devient critique car elles ont la
capacité de rejeter ou de sélectionner un substrat pour a terme se métamorphoser en post-

larves.

Bien que le patron de distribution spatio-temporelle des pédivéligéres pélagiques
(larves compétentes) devrait en toute logique expliquer celui des post-larves benthiques, un
découplage bentho-pélagique est habituellement constaté (Miron et al. 1995). Pineda et al.
(2010) ont suggéré que le comportement est I’un des facteurs les plus explicatifs de ce
phénomene. Les résultats obtenus au cours de la présente recherche confirment 1’existence
d’un découplage entre la disponibilité¢ larvaire et le nombre d’individus métamorphosés
(Chapitre 1). Cependant, la proportion non-négligeable d’individus non-métamorphosés
parmi les jeunes recrues sur le substrat (pouvant représenter plus de 50 %) a mis en
¢vidence, pour la premiére fois, un couplage bentho-pélagique (Chapitre 3). Corroborant
I’hypothése de Pineda et al. (2010), I’analyse des structures de taille des individus
benthiques et pélagiques suggere que les sources du découplage sont reliées aux deux traits

comportementaux classiquement décrits chez les jeunes recrues de moule soit, le retard de
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métamorphose (Bayne 1965, Pechenik 1990) et la dérive bysso-pélagique (Bayne 1964a,
Sigurdsson 1976). Cela souligne I’importance de distinguer les différents stades de

développement lors des ¢tudes menées sur le recrutement.

Les résultats acquis au cours de ce projet de recherche confirment ce qui est
habituellement décrit quant a 1’effet de 1’age du biofilm sur le comportement de fixation des
larves de moule (Bao et al. 2007a, Peteiro et al. 2007), en montrant que la fixation est
favorisée sur des biofilms agés de plus d’une semaine (Chapitre 2). Ces résultats
confirment donc la capacité qu’ont les larves a ‘sélectionner’ un microhabitat adéquat a leur
fixation (Bourget et al. 1994, Toonen & Tyre 2007) et le role important que joue la
composition du biofilm pour le recrutement des invertébrés benthiques (Keough &
Raimondi 1995, Wieczorek & Todd 1998, Olivier et al. 2000). Habituellement, on admet la
présence d’une relation chimique entre le biofilm et la fixation des larves, qui ont donc la
capacité de percevoir les molécules secrétées par les espéces benthiques du biofilm
(Thiyagarajan 2010, Hadfield 2011). De plus, I’importance de la fixation secondaire
observée dans cette étude (Chapitre 3) suggere que de tels mécanismes influencent aussi le
comportement de fixation des jeunes post-larves. Des études complémentaires détaillant
avec précision les différents stades présents sur les collecteurs seraient donc nécessaires

pour évaluer 1’influence du biofilm au cours de 1’ontogénie post-larvaire.

Cependant, si les jeunes recrues peuvent détecter le biofilm par chimiotactisme, quel
est le réle d’un tel pouvoir de détection a 1’égard des micro-organismes? Puisque
I’alimentation déposivore, possible grace a 1’utilisation du pied (« pedal feeding »; Veniot
et al. 2003), apparait comme une voie d’alimentation complémentaire chez les stades péri-
métamorphiques (Cannuel et al. 2009), il semble envisageable de considérer le biofilm
comme une source de nourriture potentielle. De fait, les consommateurs du biofilm
s’alimentent non seulement aux dépens des microorganismes qui le composent, mais aussi
des exopolymeres qu’ils sécrétent (EPS; Decho 1990, Wotton 2004, Bhaskar & Bhosle
2006). L’étude du contenu biochimique des post-larves fixées sur les différents biofilms

permettrait donc de statuer sur le role trophique du biofilm. Il faudrait toutefois envisager



157

une évaluation des teneurs en glucides et/ou protéines, puisque 1’analyse seule des lipides
ne permet pas de prendre en compte I’influence éventuelle des EPS, qui sont
principalement composés de polysaccharides (Bellinger et al. 2005). Les résultats obtenus
au cours de cette recherche fournissent tout de méme des informations préliminaires quant
aux types d’organismes susceptibles d’influencer la fixation, tels que les picoeukaryotes

et/ou les bactéries Planctomyceétes.

La présente étude offre une description originale détaillée du développement d’un
biofilm multi-spécifique en milieu naturel (Chapitre 2). L’utilisation d’une grande diversité
de techniques d’analyse confirme que chacune d’entre elles ne fournit qu’une information
partielle (Savin et al. 2004) et suggére qu’une caractérisation représentative de la
communauté associée au biofilm requiert le couplage de plusieurs méthodes. Les différents
traitements appliqués avant chaque analyse peuvent induire une source notable de
divergences, particulierement pour les résultats concernant les eucaryotes. Par exemple, les
analyses génétiques sont réalisées a partir de la solution dans laquelle est immergé le
substrat contenant le biofilm, alors que les analyses microscopiques sont faites directement
sur le substrat conservé dans une solution. Ainsi, il n’est pas étonnant que des copépodes
harpacticoides, organismes vagiles associés au biofilm (Dahms et al. 2007), ne soient
identifiés que dans les banques de clones génétiques. Basées sur I’amplification de 1’acide
ribonucléique ribosomique (rRNA), ces banques sont habituellement utilisées dans ce type

d’étude car elles fournissent une bonne estimation de la structure des communautés.

Néanmoins, la méthode d’amplification en chaine par polymérase comporte de
nombreux biais (PCR; Acinas et al. 2005), dont celui de surestimer les clades dominantes
(Nocker et al. 2004). Dans la présente étude, la présence d’organismes aussi gros que des
copépodes pourrait empécher la détection d’espéces plus petites, telles que les diatomées
Cocconeis sp. (Hudon & Bourget 1981) ou les choanoflagellés Volkanus costatus et
Acanthoeca spectabili (Leadbeater 2008). Ces espéces n’ont pas ét¢ identifiées a partir des
analyses génétiques, alors qu’elles sont constitutives du biofilm puisqu’elles ont été

observées a plusieurs reprises au microscope ¢lectronique. Dans le cas présent, la
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caractérisation de la composition en acides gras permet de corroborer les précédentes
observations puisque les teneurs élevées en 14 :0, 16:1m-7 et EPA suggerent la présence de
diatomées (Dalsgaard et al. 2003). A I’avenir, il serait donc recommandé de réaliser un pré-
lavage de tout échantillon afin de détacher la faune associée et ne conserver que les espéces

propres au biofilm.
UN DECLENCHEUR TROPHIQUE DE LA FIXATION

La mise en évidence d’un possible déclencheur trophique de la fixation (« trophic
settlement trigger », TST) constitue le point majeur de la présente ¢tude. Pour la premiere
fois, I’induction de la fixation d’une espece d’invertébrés benthiques est associée avec la
production phytoplanctonique puisqu’a deux reprises, une floraison (« bloom »)
d’autotrophes fut synchrone avec le pic de fixation maximale des moules (2007 et 2008;
Chapitre 1). Cette production planctonique éphémere (<7 et 4 jours en 2007 et 2008,
respectivement) jouerait donc un role majeur dans le succes de recrutement via 1’induction
potentielle du pic de fixation. Aussi, le TST pourrait constituer un ‘mécanisme de secours’
lors des années ou la ressource trophique est de pictre qualité lipidique comme en 2007.
Habituellement, les inducteurs de la fixation-métamorphose chez les invertébrés benthiques
se réferent a des composés sécrétés par des especes associées au substrat (Holmstrom &
Kjelleberg 1994, Keough & Raimondi 1995, Botello & Krug 2006, Dobretsov & Wahl
2008), et non dans la colonne d’eau. En effet, on considére habituellement que les larves
qui ont la capacité de sélectionner leur futur habitat, en évaluent la qualité lors de la phase
de prospection et ‘choisissent’ celui qui leur permettra d’optimiser leur valeur sélective ou

« fitness » (Raimondi 1988).

Nos résultats suggerent I’importance de considérer le pelagos comme une
composante a part entiere de 1’habitat des especes benthiques suspensivores, d’autant plus
que la production planctonique constitue 1’essentiel de leur ressource trophique. Chez la
moule bleue, d’importantes transformations morphologiques opérent lors du retard de la

métamorphose, impliquant la perte progressive des caractéres larvaires et le développement
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de structures post-larvaires (Bayne 1965). Cette décroissance de la rétention de I’état
larvaire caractérise I’hypotheése de « rétention variable » (Bishop et al. 2006a), qui semble
donc la plus adaptée pour décrire le comportement pré-mé¢tamorphique de la moule. Selon
elle, les pédivéligeres perdraient progressivement leur capacité de discrimination ou se
métamorphoseraient spontanément. Bien que la présente recherche ne permette pas de
statuer sur I’issue du retard de métamorphose, elle suggeére qu’un bloom de picoeucaryotes
est susceptible de synchroniser le pic de fixation maximale chez la moule bleue, quel que
soit le niveau de discrimination (Chapitre 3). Pourtant, la variabilit¢ de la réponse d’une
espéce a un signal particulier est tellement importante qu’elle ne peut pas constituer une

exception (Raimondi & Keough 1990, Toonen & Pawlik 2001).

Généralement, les modeles écologiques du comportement suggerent que le ‘choix’ de
fixation dépend avant toute chose du temps alloué a la recherche et de la fréquence de
rencontre avec un habitat de qualité¢ (Stamps et al. 2005, Toonen & Tyre 2007). Ainsi,
méme si la larve répond a une hiérarchie de facteurs (Kingsford et al. 2002), sa capacité a
sélectionner un habitat pour sa fixation-métamorphose serait trés contextuelle et propre a
son histoire. Cette hypothese pourrait expliquer les variations que nous avons observées
pour I’effet du biofilm a une méme date (Chapitre 2), mais aussi le découplage bentho-
pélagique en dehors des blooms planctoniques. En effet, le pic de fixation est I’¢lément le
plus évident du découplage qui pourtant ne montre aucune variabilité spatio-temporelle : il
intervient bien apres le pic de concentration de larves pédivéligéres (Chapitre 1) et ce, a la
méme date et avec la méme intensité, dans toutes les stations d’étude (Chapitre 3). De plus,
I’effet positif de 1’age du biofilm disparait au moment du pic de fixation, suggérant que le
signal planctonique prime sur la qualit¢ de 1’habitat benthique (Chapitre 2). Cela révéle
toute ’importance du TST qui synchronise la fixation quelque soit le niveau de

discrimination des jeunes moules et la qualit¢ de 1’habitat benthique.

Trés peu d’études traitent de la synchronisation de la fixation. La température de
I’eau (Narvaez et al. 2006, Lagos et al. 2007) et le cycle lunaire (Pineda 2000, Porri et al.

2006b) sont généralement suggérés comme déclencheurs potentiels, mais la relation avec la
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fixation n’est jamais évidente. Dans la présente étude, 1’effet inducteur d’une communauté
planctonique est suggéré en 2008, puisque la concentration en picoeucarotes est corrélée
avec le taux de fixation. Cependant, la prochaine étape incontournable serait de mener des
expérimentations en laboratoire afin d’exclure tout facteur potentiellement confondant et de
tester la véracité du TST. L’acquisition de données supplé mentaires au sein du méme site
d’¢tude lors d’une année sans TST pourrait toutefois permettre d’évaluer I’importance de ce
phénoméne sur la dynamique des populations. Quoiqu’il en soit, I’originalité des résultats
acquis au cours de cette recherche repose sur le fait que la synchronisation de la fixation
dépendrait du comportement des jeunes recrues et non d’une advection larvaire ou d’une

ponte massive.

Selon Pineda (2000), la mise en évidence d’un déclencheur du comportement de
fixation requiert I’identification du transport potentiel des larves dans la zone de fixation
ainsi qu’ un argumentaire décrivant I’avantage qu’ont les larves a rester dans la colonne
d’eau a attendre le déclencheur. Dans le cas présent, le suivi a haute fréquence des
concentrations larvaires n’a pas révélé d’apport particulier de larves a la date du pic de
fixation, et le couplage entre la quantité des larves dans 1’eau et le taux de fixation de larves
non-métamorphosées attestent du role important du comportement : le TST synchroniserait
la métamorphose chez les larves pédivéligéres (avec ou sans retard de métamorphose), mais
aussi la fixation des post-larves en dérive bysso-pélagique (Chapitre 3). La moule bleue
dispose d’un avantage certain en étant capable de réaliser plusieurs fixations primaires et
secondaires (Bayne 1964a) puisque sa phase de prospection ne s’achéve pas a la
métamorphose. Les résultats acquis lors de cette étude suggerent donc que le TST jouerait
le role d’un déclencheur de la fixation des larves et post-larves en dérive bysso-pélagique
au moment ou la production planctonique serait le garant d’une bonne valeur sélective, ou

« fitness ».

Les travaux qui traitent des phénomenes de synchronisation chez les invertébrés
benthiques, concernent le plus souvent la ponte massive des adultes en réponse a des

signaux environnementaux (revue de Morgan 1995b, Guest et al. 2005, Baird & Guest
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2009). La production phytoplanctonique a d’ailleurs été identifiée comme un inducteur de
la ponte chez les invertébrés (Desai & Anil 2005, Ouellet et al. 2007). Particuliérement,
Starr et al. (1990, 1991) ont montré que, chez la moule bleue, ce sont les métabolites
sécrétés par les cellules phytoplanctoniques qui sont responsables du synchronisme et qui
indiqueraient aux géniteurs que les conditions biotiques et abiotiques sont favorables pour
le développement et la survie des larves. Bien que les phénomenes induits soient
radicalement différents, il serait possible d’envisager le méme type de mécanisme pour la
synchronisation de la fixation. Face a la question du ‘pourquoi étre sélectif ?” (Gibson
1995), la présente €tude partait du postulat que les jeunes moules intensifient leur
métamorphose en réponse a un bloom de phytoplancton qui leur fournirait un surplus
d’énergie. Bien quaucun avantage physiologique n’ait ét¢ observé lors du TST
(Chapitre 3), le type de cellules planctoniques produites a ce moment pourrait tout de méme
constituer un environnement trophique de choix pour les stades péri-métamorphiques, mais
aussi pour les adultes. Ainsi, présageant de leur récurrence potentielle, de tels blooms
seraient des indicateurs de qualité des habitats disponibles a ce moment. Toutefois, cela
n’est valable que si les stades péri-métamorphiques et les adultes ont un préférendum
trophique commun. Dans ce sens, Beck et al. (2003) ont montré lors d’une étude sur
I’alimentation sélective chez Villosa iris que les post-larves et les adultes ingerent

préférentiellement la méme gamme de taille de particules.

La caractérisation de la ressource trophique disponible pour les jeunes recrues de
moule suggere que le TST repose sur la production de picoeucaryotes dans le plancton
(Chapitre 1). Le fait que ces organismes de petite taille (0.2—2 pm) soient aussi incriminés
dans la relation entre les jeunes recrues et le biofilm (Chapitre 2) conforte 1’importance de
cette communauté pour la fixation de M. edulis. La premic¢re description d’une espece
picoeucaryote date de 1952, avec la découverte de Chromulina pusilla (Butcher),
actuellement connue sous le nom de Micromonas pusilla (Manton & Parke 1960). La plus
petite espéce d’eucaryote connue a 1’heure actuelle fut découverte en 1994, dans 1’Etang de
Thau (France) : Ostreococcus tauri (Courties et al. 1994, Chretiennot-Dinet et al. 1995).

Malgré une grande ubiquité, les picoeucaryotes sont trés diversifiés (Slapeta et al. 2006,
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Worden 2006, Kirkham et al. 2011, Piganeau et al. 2011), d’autant plus qu une méme
espece peut présenter plusieurs €cotypes en fonction des conditions environnementales
(Rodriguez et al. 2005, Foulon et al. 2008, Six et al. 2008). Une fraction considérable de la
production primaire aquatique mondiale (estimée a 10 %) serait attribuable au
picophytoplancton, dont la petite taille lui confére un avantage compétitif quant a

1’acquisition des nutriments (Raven 1998), et ce particulierement en milieu oligotrophique.

Dans le cadre de cette étude, la variation interannuelle de production autotrophe a
I’intérieur de la lagune pourrait dépendre de la dominance relative du plancton par les
picoeucaryotes, dont la production annuelle peut s’expliquer par la variabilité des échanges
de masse d’eau avec I’extérieur de la lagune (Thomas et al. 2010). A 1’échelle saisonniére,
I’abondance et la biomasse des picoeucaryotes sont influencées par 1’irradiation solaire, la
température de 1’eau (Vaquer et al. 1996) et la concentration en ammonium (Bec et al.
2005). 1II serait donc pertinent d’entreprendre une caractérisation fine de la communauté
picoplanctonique de la lagune afin de déterminer quelle est (ou sont) I’espéce (ou les
especes) impliquée(s) dans le TST, via I’identification de séquences nucléiques (Moon-van
der Staay et al. 2001) ou I’ utilisation de sondes d’oligonucléotides (Simon et al. 1995, Not
et al. 2002). Bien que Micromonas pusilla semble étre I’espeéce de picoeukaryote la plus
ubiquiste et cosmopolite décrite jusqu’a maintenant (Thomsen & Buck 1998, Not et al.
2004), Ostreococcus tauri semble jouer un rdéle important en milieu cotier et lagunaire
(Chretiennot-Dinet et al. 1995, Fouilland et al. 2004). Cette espéce a des capacités
d’adaptation car elle peut survivre dans des conditions de faibles concentrations en
nutriments (Cardol et al. 2008, Le Bihan et al. 2011), telles qu’observées dans le présent
site d’étude. Enfin, constituant une importante source de carbone pour le microzooplancton,
cette espece est habituellement soumise a un important broutage, que 1’absence de paroi

cellulaire peut expliquer (Worden et al. 2004).
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Conclusion

En conclusion, la présente ¢€tude apporte des informations novatrices et
complémentaires aux grandes théories du recrutement chez les invertébrés benthiques via la
mise en ¢évidence de deux concepts régulateurs du succeés de recrutement: le
« match/mismatch » avec la qualité¢ de la nourriture et le « trophic settlement trigger ».
L’observation de ces deux phénomenes souligne 1’importance de considérer la composante
planctonique lors des travaux menés sur la dynamique des populations en milieu naturel, en
portant une emphase particuliere sur sa qualité lipidique et sa composition taxonomique. De
plus, cette recherche témoigne du role important que peut jouer le comportement dans le
processus de recrutement chez les invertébrés benthiques. Dans le cas du modele
Mpytilus edulis (Linnaeus, 1758), la phase de prospection du futur habitat benthique
concerne les stades péri-métamorphiques, qui ont la capacité d’en allonger la durée en
exécutant deux processus bien connus chez cette espece : le retard de métamorphose et la

dérive bysso-pélagique.

Le fait qu'un animal a la recherche d’un nouvel habitat réponde a des signaux
spécifiques constitue une problématique de base en écologie. La présente recherche
confirme que la détermination du réle de ces signaux est souvent complexe et suggere la
nécessité d’associer des tests menés en laboratoire (effet du signal isolé¢) a des
expérimentations en milieu naturel (mise en contexte de 1’effet). La notion d’un « trophic
settlement trigger » apporte de nouvelles pistes de réflexion quant a 1’écologie des
invertébrés benthiques puisqu’il s’agirait d’un signal indépendant de 1’ habitat prospecté qui
synchroniserait un comportement commun de fixation, peu importe la qualité¢ de I’habitat

et/ou I’histoire de vie des jeunes recrues.
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