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PREAMBULE

L’aquaculture est une pratique qui a connu un essor considérable ces derni¢res années
alors que tout montre bien que la ressource naturelle est mise 2 mal. Dominer de fagon
raisonnée cette pratique est donc devenu un défi important, pour mieux maitriser a la fois les
apports et les pertes au cours du processus d’élevage.

A travers le monde, 1’élevage des crevettes pénéidés est une des cultures les plus
profitables et la production sur les marchés a connu une croissance mondiale de 800 % de
1975 a 1993 (Chim et al., 2002), avec 50 % issu de 1’¢élevage (Rosenberry, 2004). Ce rapide
développement a été en fait confronté a des pathologies dévastatrices apparues dans les
années 1980-90, illustré par l'effondrement entre 1987 et 1996 de la production de Taiwan
puis de la Chine, I'Indonésie et 1'Inde. La maitrise de cette production reste donc un défi.

En Nouvelle-Calédonie, 1’espece élevée est Litopenaeus stylirostris. C’est la seconde
production d’élevage apres la production bovine. C’est aussi un secteur a l'exportation qui
emploie plus de 1000 personnes dont preés de la moitié en zone rurale. Le potentiel de
développement est toujours important, principalement dans la Province Nord ou se situe la
majorité des sites aménageables. En Nouvelle Calédonie aussi il existe des risques sanitaires
et un des principaux problémes est attribué a une pathologie bactérienne saisonnicre
(Mermoud et al. 1998) qui a fait son apparition a I’hiver 1993. La principale parade est encore
actuellement 1'abandon des élevages a cette saison. En 1998, une seconde pathologie a Vibrio
(V. nigripulchritudo) a fait son apparition, mais sa distribution reste heureusement limitée.

La présence de bactéries toute 1’année, et dans tous les élevages, a conforté 1’idée que sa
seule présence n’était pas suffisante pour expliquer des mortalités se déclenchant en saison
fraiche. On a donc fait I’hypothése que le probléme pouvait étre le résultat d’une interaction
hote, pathogene et/ou environnement. C’est dans ce contexte, de déclenchement hivernal, que
nous avons abordé ce probléme de crevetticulture en explorant ce qui caractérisait le plus
I’animal, d’un point de vue métabolique et respiratoire, aux limites basses de son preferendum
thermique. Un point remarquable est que physiologiquement, ce qui définit certainement le
plus ces crevettes pénéidés est une croissance rapide et un métabolisme exacerbé. L’ensemble
requiert une prise de nourriture importante et la gestion d’un flux d’oxygene exceptionnel par
comparaison aux autres crustacés ou animaux a respiration aquatique connus. Un tel
métabolisme demande dans 1’absolu deux choses: (i) des conditions d’oxygénation optimum,
une physico-chimie de I’eau stable et un apport trophique adapté ; (ii) au niveau cellulaire,
une gestion optimisée d’un des « déchets » du métabolisme oxydatif les plus toxiques, les
radicaux libres. Or chez les poikilothermes, tout changement de température et d’apport
trophique est associé¢ a des changements métaboliques profonds. Dans ce contexte, il était
donc clair qu’une meilleure connaissance de la physiologie de ’espece était une piste qui
pouvait permettre de mieux comprendre les besoins de 1’animal et les raisons de sa
fragilisation aux périodes hivernales d’élevage avec expression de Vibrio.

Le Département d’Aquaculture de Nouvelle-Calédonie (DAC, IFREMER) s’est donc
associ¢ avec le Laboratoire d’Ecophysiologie et Ecotoxicologie des Systémes Aquatiques de
I’UMR 5805 a Bordeaux — Arcachon pour étudier, au travers de cette thése et par 1’analyse
des processus physiologiques sous-jacents, les caractéristiques physiologiques remarquables
de L. stylirostris et rechercher d’éventuelles solutions a une partie des problemes posés par la
culture de ces animaux. On verra que nous avons développé un outil de gestion d’apport de
’aliment pour optimiser consommation et gestion. Une analyse des besoins métaboliques et
des mécanismes de transport d’O, aux limites du thermopreferendum de 1’espece a mis en
évidence 1’étape limitant ses capacités de résistance au stress a 20 °C. L’application de nos
résultats, et des protocoles correctifs mis au point, a d’ores et déja permis de faire diminuer la
mortalité des géniteurs de = 70 a 3-5 % dans les écloseries.
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I.1 LE PROBLEME

A DPéchelle mondiale, 1’¢élevage de la crevette est particulicrement important et
dynamique. Il a connu une croissance de 400% entre 1975 et 1985 et 350% entre 1985 et
1993 (Chim et al., 2002). Le tonnage produit en 2004 était de 2 millions de tonnes annuelles
ce qui représente 50% de la fourniture mondiale (Rosenberry, 2004). Ce rapide
développement de la crevetticulture, avec l'intensification, a été confronté a des pathologies
dévastatrices apparues dans les années 1980-90. Les illustrations en sont l'effondrement de la
production de Taiwan en 1987-88, puis de Chine, d'Indonésie, d'Inde dans les années 1993 a
1996 sous l'effet conjugué des virus WSSV (White Spot Syndrom Virus) et YHV (Yellow
Head Virus). Les maladies bactériennes, principalement causées par des Vibrionacées, ont
parfois été décrites comme responsables de phénomenes de mortalité massive, mais le recours
aux antibiotiques a jusqu’alors permis d'en limiter I'impact économique au niveau mondial.
Les maladies infectieuses sont donc considérées actuellement comme le plus gros frein au

développement de la crevetticulture.

En Nouvelle-Calédonie, 1’espéce élevée, Litopenaeus stylirostris, a ét¢ importée du
Mexique en 1980. Sa zone de distribution dans le Pacifique va du nord du Pérou au nord du
Mexique, ou les températures minimum et maximum peuvent atteindre 20 °C et 30 °C
respectivement.

La mise en place d'une production commerciale a commencé a partir des années 1980.
De¢s lors, le développement a été rapide et spectaculaire jusqu'a la saison fraiche 1993 ou une
pathologie saisonnicre, a caractere épizootique, a fait son apparition. Cette maladie, qui a regu
le nom de « Syndrome 93 » a été attribuée a une bactérie, Vibrio penaeicida (Costa et al.,
1998; Mermoud et al., 1998). Les contraintes induites, principalement 1'abandon des élevages
de saison fraiche comme principale parade sanitaire, ont entrainé une baisse de la production.
En 1998, une nouvelle pathologie attribuée a un autre Vibrio (V. nigripulchritudo) a fait son
apparition, elle affecte a ce jour une seule zone d’élevage avec deux fermes mitoyennes.
Malgré ces deux vibrioses saisonniéres, la production en 2004 s'est élevée a 2211 tonnes avec
une surface de 650 ha de bassins. C’est la seconde production d’élevage du pays ; elle vient
immédiatement apres la production bovine. La crevetticulture représente le second secteur a

l'exportation (loin derriere le nickel) pour un chiffre d'affaires de 22.7 millions d'Euros en
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Figure 1.1 : Evolution annuelle de la température mesurée quotidiennement a 5 et
15 h dans un bassin typique de crevetticulture (Blue Lagoon Farm, Koné) en
Nouvelle-Calédonie (Della Patrona, communication personnelle). Notez qu’en été,
la variation a court terme peut atteindre 7 °C et 4 °C en hiver.
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2003/2004. Elle compte 4 écloseries, 18 fermes (de 11 a 130 ha), 2 provendes (fabrication
d’aliments) et 2 usines de conditionnement. Cette activité représente 1000 emplois dont plus
de la moiti€ se situe en zone rurale dans les fermes de production. L’activité présente toujours
un important potentiel de développement, principalement dans la Province Nord ou se situe la

majorité des sites aménageables.

Le probleme a résoudre. Le «Syndrome 93» qui touche toute la filiere, est le probléme
majeur a résoudre en terme de finalité économique et une piste centrale est 1’aspect
pathologie. La présence de Vibrio penacicida toute I’année dans tous les élevages (Goarant et
al., 2004) et le synchronisme du syndrome 93 aux saisons de transition été-hiver, ont
cependant conforté 1’idée que la seule présence de la bactérie n’était pas suffisante. Les
observations de terrain font apparaitre une forte relation entre le déclenchement du syndrome
et le régime thermique d’entrée et de sortie de I’hiver ou la température oscille autour de
22 °C (Fig. I.1). Or nous savons que ces chutes de température entrainent des modifications
de la physiologie et de I’état immunitaire de 1’hote (Lemaire et al., 2002 ; Le Moullac et
Haffner, 2000) et de la pathogénicité des souches bactériennes en cause (Goarant et al., 2000).
C’est également aux périodes hivernales que les déficits s’accumulent dans les élevages, et
qu’on assiste alors a une véritable «pénurie trophique» (Della Patrona ef al., en préparation).
Cette « pénurie trophique », pourrait étre a 1’origine de carences nutritionnelles des animaux
qui deviendraient ainsi plus sensibles au régime thermique typique de cette période (Chim et
al. 2001). Cependant, il est encore difficile aujourd’hui de cerner le réle propre de chacun de
ces trois compartiments, hote, pathogene et environnement, et les interactions les reliant.

D’un point de vue physiologique, ce qui caractérise certainement le plus les crevettes
pénéides sélectionnées pour l'aquaculture est une croissance rapide et un métabolisme
exacerbé. L’ensemble requiert une prise de nourriture importante et la gestion d’un flux
d’oxygene exceptionnel par comparaison aux autres crustacés ou animaux a respiration
aquatique connus. Une telle consommation d’O, demande dans I’absolu deux choses : (i) au
niveau environnemental, des conditions d’oxygénation optimum, une physico-chimie de 1’eau
stable (température, O,, CO,, pH, salinité) et un apport trophique adapté ; (ii) au niveau
cellulaire, une gestion optimisée de ce qui apparait aujourd’hui comme un des « déchets » du
métabolisme oxydatif les plus toxiques, les radicaux libres ou ROS (Reactive Oxygen
Species). Or chez les poikilothermes, tout changement de température est associ¢ a des

changements de métabolisme, d’état acide-base du sang, des capacités de transport des gaz du
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Figure 1.2 : Evolution de la consommation d’oxygene (A), de la pression partielle
d’oxygene dans le sang artériel (B), de la concentration de lactate dans le sang (C)
et du taux de syntheses protéiques dans I’hépatopancréas de Carcinus maenas en
normoxie a 15 °C, apres une prise de nourriture (Mente et al. 2003).
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sang et de régulation des échanges ioniques. Dans ce contexte, il était clair qu’une meilleure
connaissance des particularités physiologiques de I’espéce était une piste qui devait permettre
de mieux comprendre les raisons de la fragilisation de 1’animal aux périodes hivernales

d’élevage et in-fine de I’expression de Vibrio penaeicida.

1.2 DEMARCHE EXPERIMENTALE

La démarche a consisté a d’abord caractériser les besoins métaboliques et alimentaires
de I’espece. Notre approche a été réalisée dans le contexte de la distribution des animaux par
rapport a un préférendum thermique et aux problémes de la vie aux limites basses de ce
thermopreferendum. Notre analyse a également été réalisée dans le cadre de la théorie des
faibles niveaux d’oxygénation (Massabuau 2001 ; 2003 ; Corbari et al. 2004, 2005). L’idée
globale est que Litopenaeus stylirostris, avant et aprés un repas en normoxie et, sans stress
thermique, devrait fonctionner avec des pressions partielles d’oxygene, PO,, dans le sang
artériel naturellement basses comme de trés nombreux animaux aquatiques (= 1-2 kPa ; pour
comparaison, PO, dans le sang artériel humain est 10-14 kPa et dans 1’air ou dans une eau
aérée, 21 kPa). Ce cadre conceptuel nous a également servi a aborder les problémes de
déreglements physiologiques des animaux au cours des manipulations. Leur connaissance est
certainement particulierement importante pour tout travail chez L. stylirostris.

Pour développer cette approche écophysiologique, nous nous sommes largement basés
sur des travaux récemment réalis€s chez le crabe vert Carcinus maenas, qui est sans conteste le
crustacé le plus étudié¢ au monde, et le homard Homarus gammarus. La relation entre prise
alimentaire, fonctionnement du systeme digestif antérieur, syntheése protéique et besoins en
oxygene a été récemment ré-analysée chez ces animaux (Clemens et al. 1998; Legeay et
Massabuau 1999, 2000a, 2000b; Mente et al. 2003). L’augmentation de métabolisme oxydatif
apres une prise de nourriture (SDA, Specific Dynamic Action), est un phénoméne largement
décrit (Houlihan et al. 1990 ; Jobling 1981 ; Legeay et Massabuau 1999 ; Mente et al. 2003 ;
McGaw, 2005). Comme le montre la figure 1.2 (Mente et al. 2003), chez Carcinus maenas, la
prise de nourriture provoque une augmentation de la consommation d’oxygéne qui est
multipliée par un facteur 3 puis 2 durant la période de 6 a 24 h. Ce n’est qu’entre 24 et 48 h
qu’elle revient a son niveau initial. Parallélement ces animaux maintiennent leur pression
partielle d’oxygene dans le sang artériel (Pa0;) a des valeurs tres faibles (=1-2 kPa), alors qu’il
n’y a aucune limitation imposée par le milieu ambiant et que dans une eau normoxique Po, =

21 kPa. La prise de nourriture est accompagnée d’une tres faible augmentation transitoire de
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PO, artériel en valeur absolue jusqu’a 1,5 kPa. L’état transitoire 1-5 h a été attribué a la
reconfiguration par 1’oxygene, agissant comme neuromodulateur, de la partie du systeme
nerveux controlant la fonction des dents gastriques et du pylore pendant la période de
mastication stomacale et de filtration pylorique (Clemens et al. 1998). La redistribution du
sang dans 1’organisme pendant cette période a été récemment analysé par McGaw (2005) chez
Cancer magister. Un point remarquable est que malgré les faibles PO, artériels mesurées, la
consommation d’oxygene n’est pas limitée et le métabolisme anaérobie n’est pas déclenché
puisqu’il n’y a aucune augmentation du lactate sanguin. Cependant, un autre point remarquable
est que cette régulation limite les synthéses protéiques dans la majorité des tissus, y compris
dans I’hépatopancréas qui est le siége principal des syntheéses (Mente ez al. 2003).

Le probleme des faibles oxygénations au niveau cellulaire, qu’on sait avoir pu exister
depuis au moins 500-600 millions d’années, i.e. depuis le Cambrien (Corbari et al. 2004, 2005,
Corbari 2004), apparait donc aujourd’hui comme pouvant faire partie des plus vieux principes
de fonctionnement du vivant. Nous verrons dans ce travail, que la force apparente de cette
«regle » apparait telle que 1’animal peut mourir d’une incapacité a augmenter, méme
légeérement et transitoirement, I’état d’oxygénation de son sang. Nous montrerons comment
une application raisonnée de cette théorie nous a permis de proposer un protocole qui a aboutit
a une réduction de mortalité des géniteurs de 60-70 % a 3-5 % dans une écloserie commerciale

qui fournit les post-larves pour de nombreuses fermes du territoire calédonien.

1.3 MODELE BIOLOGIQUE

1.3.1 Présentation de l'espéce étudiée : Litopenaeus stylirostris

a Taxonomie

L'espece stylirostris se situe dans la classification comme appartenant a :

Phylum : Arthropoda
Sous-phylum : Crustacea

Classe: Malacostraca
Sous-Classe : Eumalacostraca
Super-Ordre : Eucarida

Ordre: Décapoda

Sous ordre: Dendrobranchiata

Super-Famille: Penaeoidea
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Famille : Penaeidae
Genre: Litopenaeus (Perez Farfante, 1969)
Espéce : Litopenaeus stylirostris (Stimpson, 1874)

L. stylirostris est communément appelée "crevette bleue" de par sa couleur.

b Origine et distribution

Les crevettes pénéides vivent par faibles profondeurs (0 a 25 m) et leur distribution est
limitée a une zone déterminée par les isothermes de surface de 20°C en été, ce qui correspond
a peu prés a 40° de latitude Nord et Sud. Les températures les plus basses observées dans les
¢levages calédoniens atteignant cette limite basse, et la dépassant parfois, nous nous sommes
particulierement intéressés aux problémes posés a I’animal dans ces conditions. La question
posée a été en particulier : quels sont les mécanismes physiologiques sous-jacents qui limitent
la répartition géographique de I’espece ? A l'intérieur de cette vaste zone, il existe des
pénéides dans toutes les mers. L’espéce Litopenaeus stylirostris est originaire d'Amérique
centrale et du sud, son aire de répartition se situe essentiellement a la hauteur de la ceinture
tropicale, plus particuliecrement étendue dans le Pacifique Est au niveau du Nicaragua, du

Costa-Rica, de Panama, de la Colombie, de I’Equateur et du nord du Pérou.

¢ Morphologie externe

Comme tous les crustacés, les pénéides sont caractérisées par une métamérisation du
corps. Les métameres sont regroupés en trois parties : une téte (ou acron), un thorax (ou
péréion) et un abdomen (ou pléon) terminé par le telson. Chez les crustacés décapodes, le
ségment thoracique est incorporé a la téte formant ainsi le céphalothorax (Fig. 1.3). On
reconnait les pénaeides a la présence de pinces aux trois premicres paires de pattes
thoraciques, ou péréiopodes. Ces crevettes présentent un rostre bien développé, garni d'épines
dorsales et ventrales. La partie abdominale est composée de 6 métameres portant chacun une

paire de pléopodes (sauf le dernier : telson). Les pléopodes sont des appendices locomoteurs.

1.3.2 Le cycle de mue

Chez les crustacés, la croissance est un phénomene discontinu : elle se fait par mues
successives. L'ancienne cuticule est remplacée par une nouvelle, permettant une augmentation

du poids et de la taille de 1'animal.
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Le cycle de mues correspond a la répétition cyclique des exuviations et peut étre divisé
en trois grandes étapes :
POSTMUE INTERMUE PREMUE

Exuviation1| AB12C 123 | Cu4 | DoD 1234 |Exuviation 2

La Prémue est caractérisée par la mise en place sous la cuticule de 2 couches pré-

exuviales puis par la dégradation progressive des anciennes strates.

-Stade D o: L'épiderme se décolle et la taille des cellules épidermiques augmente.

- Stade D 1: Des enzymes (chitinases et protéases) sont sécrétées pour la dégradation
de I'ancienne cuticule et I'épiderme sécrete la nouvelle épicuticule.

-Stade D 2: La dégradation des anciennes couches continue, la couche pigmentaire est
mise en place.

- Stade D 3 : La destruction des anciennes couches est achevée et la couche
membraneuse est gélifiée ce qui facilitera le dégagement de 1'animal de 1'ancienne cuticule au
moment de I'exuviation.

-Stade D 4 : ouverture des fentes exuviales qui sont des lignes de moindre résistance de

la cuticule, situées au niveau de la liaison céphalothorax-abdomen.

L'exuviation. Le céphalothorax bascule vers l'avant, tous les appendices avant se
dégagent par mouvements péristaltiques et I'abdomen s'extrait de 1'ancienne cuticule. Clemens
et al. (1999) ont montré qu’un état particulier de 1’oxygénation du sang au moment de la mue
jouait un role particulier dans sa réalisation. Nous n’avons pas abordé cette question dans ce
mémoire mais il est certain qu’une étude sur ce probléme particulier serait particulierement
intéressante chez la crevette. Apres la mue, 1'exuvie est parfois réabsorbée (récupération du
calcium) par l'animal une fois que les pieces buccales se sont recalcifiées. A l'exuviation, la
cuticule est formée par les deux couches préexuviales non durcies, 'animal est donc mou, et
la croissance peut intervenir a ce moment. Celle-ci s'accompagne d'une entrée massive d'eau,
au niveau des branchies et de 1'intestin permettant une croissance rapide en taille et en poids.
Cette eau sera par la suite remplacée par des tissus. Les transports d'eau sont passifs
(phénomenes osmotiques) et sont préparés par des transports ioniques actifs (absorption de
sodium) réalisés au niveau des branchies.

La postmue. L'eau absorbée au moment de l'exuviation est progressivement remplacée
par des protéines.

- Stade A : La cuticule est minéralisée par dépot de sels de calcium.
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- Stade B 12 : La couche principale commence a étre synthétisée, I'animal devient dur
et la cuticule est cassante. Les pieces buccales sont recalcifiées permettant la reprise de
l'alimentation.

-Stade C 1-2-3: Fin de la synthése de la couche principale et membraneuse. L'animal est
enticrement calcifié¢ (Ia couche calcifiée atteint son épaisseur définitive), il y a reconstitution

des organes et des muscles.

L'intermue (stade C 4) : est défini comme 1'état de stabilité physiologique. Il y a
accumulation de réserves dans les cellules adipeuses de la glande digestive, dans les muscles
et les tissus adipeux. La durée de ce stade est trés variable : minimale chez les larves, elle

augmente avec la taille de I'animal.

1.3.3 Le cycle biologique

Le cycle biologique (figure 1.4) de toutes les especes de Pénéides de la zone littorale se
déroule généralement de la méme manicre. Il peut étre divisé en quatre phases qui se
caractérisent par des changements morphologiques, des modifications du comportement et de
I’alimentation ainsi que des changements d’habitat.

La reproduction et la ponte a lieu en mer, sur des fonds de quelques dizaines de metres
de profondeur. Les oeufs, pondus libres dans l'eau, sont fécondés au moment de leur
expulsion. Ils sont pélagiques quelques temps puis deviennent benthiques (ils se déposent sur
le fond). Aprés une courte période de développement embryonnaire (10-12 h), se produit
I'éclosion libérant des nauplii (0.3-0.7 mm), 1 stade du développement larvaire qui est
vitellotrophe. Cing-six stades naupliens successifs durant chacun 4-8 h (selon la température)
sont décrits.

Le dernier stade nauplius donne naissance a la larve zoé (0.9-2.6 mm) qui passe par 3
stades successifs (zoé¢ 1, 2, 3). Chaque stade zoé dure un peu plus de 24 h en fonction de la
température d'élevage. Les zoés se nourrissent d'algues phyto-planctoniques dont la taille
varie de quelques micromeétres a quelques dizaines de micrometres de diametre.

La dernicre forme zoé se métamorphose en une larve mysis (2.6-4.5 mm) qui passe
¢galement par trois stades (mysisl, 2, 3) séparés par des mues. Chaque stade mysis dure un
peu plus de 24h selon les températures d'élevage. Les mysis ont un régime carnivore strict.

A la suite d'une profonde métamorphose la larve mysis 3 donne naissance a une post-larve

(PL) qui présente la plupart des caractéristiques morphologiques de 1'animal adulte. Les plus
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jeunes post-larves meénent une vie pélagique, puis, au bout de dix a vingt jours elles
deviennent benthiques Elles se concentrent alors prés des cotes ou on les retrouve
fréquemment dans les estuaires et les lagunes d'eau saumatre. L'acquisition de la morphologie
définitive est réalisée en un mois et demi a 2 mois apres la naissance, selon la température de
l'eau. Apreés une période de croissance rapide de quelques semaines en lagune ou la
production biologique est €levée et la nourriture abondante, les crevettes qui mesurent alors
de 8 a 12 cm de longueur, quittent les lagunes pour retrouver la bande cétiere ou se poursuivra
leur vie adulte. Leur comportement est alors soumis a un rythme circadien plus ou moins
marqué suivant I’espéce considérée. Tres généralement chez les crevettes pénéides, c'est au
cours de la phase nocturne que l'animal accomplit quelques unes des activités essentielles
comme la mue et la reproduction (accouplement, ponte).

Une fois en mer les crevettes vont poursuivre leur croissance pendant encore 8 a 12
mois avant de se reproduire. A I'état sauvage, le cycle prend une quinzaine de mois environ

alors qu'en élevage un géniteur est obtenu en 9-10 mois.

1.3.4 Biologie de la reproduction

Chez la crevette femelle, la paire d'ovaires est en position dorsale disposée de part et
d'autre de 1'axe median de I'animal. Au niveau du céphalothorax, les ovaires sont constitués de
deux lobes antérieurs et de 6 lobes latéraux. Les deux oviductes partent des lobes latéraux et
débouchent sur les pores génitaux situés a la base de la 3% paire de péréiopodes.
L'ovogénése débute avec la méiose qui se déroule dans la zone germinale de la gonade et
donne les oogonies. Celles-ci sortent de la zone germinative pour donner les oocytes qui vont
faire leur vitellogénése. Deux étapes de la vitellogénése sont décrites : la vitellogénese
primaire (V1) avec synthése protéique endogene de l'ovocyte qui augmente de taille et la
vitellogénese secondaire (V2) ou exogene caractérisée par une accumulation de vitellus
d'origine endogene et exogene (Charniaux-Cotton, H. 1985).

La vitellogénese est inhibée par la VIH (Vitellogenesis-Inhibiting Hormone), un
neuropeptide produit au niveau du pédoncule oculaire. La VIH, synthétisée dans le complexe
medulla terminalis et organe X, est secrétée et stockée dans la glande du sinus d'ou elle est
libérée dans 1'hémolymphe. La régulation hormonale de la vitellogénese ferait également
intervenir un facteur stimulateur et des hormones stéroides.

L'organe sexuel externe femelle est constitué par le thélycum (Fig. I 5SA) qui est une
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Figure L.5 : Dimorphisme sexuel chez L. stylirostris. A, femelle; B, male.
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modification de la plaque sternale formant une Iégeére dépression permettant la fixation des
spermatophores

Chez le male, la spermatogenése se réalise dans une paire de testicules constitués de
tubules séminiferes (unité fonctionnelle) organisés en lobes. Les testicules situés en dessous
du coeur, reposent sur I'hépatopancréas. Les spermatozoides sont évacués vers les
spermiductes qui débouchent sur les pores génitaux situés a la base de la Séme paire de
péréiopodes (pattes ambulatoires). Les cellules épithéliales des spermiductes sécrétent
I'enveloppe du spermatophore qui vient entourer les spermatozoides. Comme chez les
femelles la VIH participe a la régulation du développement des organes génitaux et de la
spermatogenese. Il existe également I'hormone androgeéne secrétée par la glande androgene
(glande endocrine fixée sur 'ampoule terminale du spermiducte). L'hormone androgene induit
la différenciation male chez les animaux juvéniles; en son absence (ablation de la glande
androgene), le jeune male se différencie en femelle (Charniaux cotton et Payen 1988). Chez
les males puberes, les endopodites de la premiere paire de pléopodes se joignent pour former
le petasma (Fig. I 5B). Cet organe intervient lors de la copulation pour le transfert des
spermatophores.

La copulation de la crevette L. stylirostris se fait en intermue (cuticule dure) en eau de
mer 35 %o. En milieu naturel, le méle dépose les spermatophores au niveau du thélycum de la
femelle mature. La ponte se déroule dans 1'heure qui suit la copulation, la femelle nage alors
lentement et disperse les oeufs dans 1'eau avec des mouvements rapides de ses pléopodes. Au
moment de I'expulsion les ceufs entrent en contact avec les spermatozoides, la fécondation est
donc externe. Nous verrons plus loin les pratiques de base de la reproduction artificielle en

¢levage.

1.4 PHYSIOLOGIE DE LA NUTRITION

1.4.1 Eléments d'anatomie (schéma)

Le tractus digestif des décapodes peut étre subdivisé en 3 parties : tube digestif
antérieur, intestin moyen et intestin postérieur (Fig. 1.6). Les tubes digestifs antérieur et
postérieur, d'origine ectodermique, sont recouverts d'une fine cuticule qui est renouvelée a

chaque mue. L'intestin moyen est d'origine endodermique.
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Figure 1.6 : Appareil digestif d'une crevette pénéide. (d'apres Ceccaldi 1997).

b, bouche ; ca, caecum antérieur ; cc, chambre cardiale ; cp, chambre
pylorique ; dd, dent dorsale ; h, hépatopancréas ; o, cesophage ; ol, ossicules
latéraux ; ov, ossicules ventraux ; sl, sillon latéral ; sv, sillon ventral.
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a Tube digestif antérieur

Le tube digestif antérieur des crustacés décapodes est formé de 3 parties distinctes : la
bouche, 1'eesophage, et I'estomac.

La bouche est entourée par plusieurs paires d’appendices spécialisés dans la
chémoréception et la préhension : maxilles, maxillules, mandibules et maxillipédes.

L’cesophage est chez les crevettes péneides relativement court et musculeux constitué
d’une paroi interne de nature chitino-protéique souple.

L’estomac est constitué¢ d'une chambre cardiale et d'une chambre pylorique. Chez les
crevettes pénéides, la partie antéro-ventrale de la chambre cardiale comprend une créte garnie
d’une rangée de 14 ossicules calcifiés et articulés. Ces pieces dotées d'une musculature
spéciale constituent le moulin gastrique, organe de broyage qui comprend également une dent
dorsale puissante. Ossicules et dent sont renouvelés a chaque mue ainsi que les parois de
I’oesophage et de l'estomac. Les formations calcifiées se prolongent dans la chambre
pylorique. Cette chambre est constituée de replis, d’épines calcifiées et de soies qui servent de
filtre et ne laissent passer que les particules les plus fines du bol alimentaire. Les particules
ayant franchi ce filtre sont dirigées vers l'intestin moyen et [’organe d’absorption,
I’hépatopancréas. Chez la plupart des especes le pH du contenu stomacal demeure neutre ou
légérement alcalin. L’organe ne comporte aucune glande ou cellule a sécrétion acide ou

enzymatique.

b Intestin moyen et hépatopancréas

L’intestin moyen qui va du pylore au rectum est rectiligne. Dans son épithélium on
distingue des cellules nerveuses, des hémocytes ainsi que des cellules de type endocrine. Cet
épithélium sécréte du mucus qui enrobe les déchets solides issus de I’estomac et une pellicule
de chitine qui forme la membrane péritrophique des excrétums. La partie distale de 1’intestin

moyen, riche en mitochondries pourrait jouer un role dans la régulation ionique.

La glande digestive ou hépatopancréas est chez les crevettes pénéides un organe massif
constitué¢ de deux lobes symétriques enveloppés de tissu conjonctif. Elle est située dans la
partie dorsale du céphalothorax immédiatement sous le cceur. Chaque lobe est constitué de
centaines de tubules fermés a une extrémité et débouchant de l'autre sur deux chambres

symétriques qui s’ouvrent dans la chambre pylorique. La lumiere de chaque tubule est bordée
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d'un épithélium unicellulaire enveloppé d'un double réseau de fibres musculaires
longitudinales et circulaires assurant des mouvements péristaltiques permettant le transport
des phases liquides. Des ¢études histologiques ont montrés quatre types cellulaires constitutifs
de 1'épithélium de ces tubules. Ces cellules sont réparties en trois zones : (i) la zone distale ou
se produit la différenciation cellulaire a partir de cellules souche ; (ii) la zone intermédiaire
fonctionnelle constituées de cellules stockant les produits finaux de la digestion et les cellules
sécrétrices d’enzymes ; et (iii) la zone proximale ou les cellules dégénérent et sont rejetées
dans la lumicre du tube digestif. Le fait que la sécrétion d’enzymes et ’absorption sont
assurées a l’intérieur d’un méme organe, 1’hépatopancréas, est un caractére distinctif des

crustacés par rapport aux vertébres.

Les enzymes digestives des crustacés produites par 1'hépatopancréas n’ont pas encore
été totalement inventoriées. Cependant un certain nombre d'enzymes ont été caractérisées
qualitativement (peu quantitativement) (Ceccaldi 1997) :

- les enzymes protéolytiques : parmi les protéases, la trypsine est synthétisée de facon
massive et peut représenter 1/3 des protéines solubles de I’hépatopancréas et la chymotrypsine
est également bien représentée chez les crevettes pénéides

- les enzymes glycolytiques sont au nombre de quatre dont deux sont systématiquement
retrouvées chez les crustacés: I’amylase et la chitinase. L’activité de la chitinase est réduite et
ne permet qu’une digestion partielle des exuvies ingérées par les crevettes.

- les lipases des crustacés ont été tres peu étudiées. De nombreuses estérases ont été

mises en évidence, mais on connait mal leur localisation et leur rdle précis.

Chez les crustacés, il n’existe pas de sels biliaires mais des composés doués de

propriétés tensioactives comparables.

¢ Tube digestif postérieur
C'est une formation tubulaire a replis longitudinaux comportant des muscles circulaires
qui assurent la défécation par des mouvements péristaltiques et la réabsorption de 1'eau en

milieu marin ou hypersalé.
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1.4.2 Prise de repas et digestion

La manicre dont la crevette se dirige vers I’aliment et se décide a le consommer est
déterminée par des chémorécepteurs externes localisés sur les appendices (Lee et Meyers
1997). Certaines substances (acides aminés, bases organiques, nucléotides et nucléosides, des
hexoses) sont en effet connues comme étant des molécules attractantes et phagostimulantes.

Une fois l'aliment saisi, la crevette se nourrit lentement et le temps du repas sera
d’autant plus long que la consistance de 1’aliment sera plus dure et que les particules seront
plus grosses.

La digestion se déroule ensuite en trois phases. La premiere phase de trituration et de
broyage de 1’aliment est assuré par les appendices péri-buccaux et parachevé par I’estomac.
De cette phase mécanique va dépendre 1’efficacité de la digestion de I’aliment. La nourriture
est broyée par le moulin gastrique puis mélangée a des enzymes digestives qui proviennent de
I'hépatopancréas dont elles ont été expulsées grace a la contraction des tubules. La digestion
est uniquement enzymatique, I’absence de sécrétion acide ne permettant pas de digestion
chimique.

Les produits de cette pré-digestion mécanique et enzymatique, le chyme (aliments semi-
solides partiellement digérés) sont filtrés et envoyés dans 1'hépatopancréas. Les particules trop
grandes pour entrer dans I'hépatopancréas (diametre supérieur a 100 nm) passent directement
dans l'intestin moyen pour étre éliminées. Le reste est aspiré dans les tubules ou s’effectue la
fin de la digestion enzymatique et 1’absorption des produits de la digestion. Dans un deuxi¢me
temps les débris cellulaires sont extrudés hors de 1'épithélium des tubules de I'hépatopancréas
pour étre a leur tour éliminés. Enfin, dans un dernier temps I'ensemble des résidus passe dans
le tube digestif postérieur pour étre éliminé. L'hépatopancréas reste alors inactif jusqu'au

prochain repas.

Des mesures de digestibilité ont été conduites chez les crevettes pénéides avec des
aliments complets ou des ingrédients entrant couramment dans la composition de ces derniers
(Lee et Lawrence 1997). Les coefficients d’utilisation digestive (CUD) des protéines sont
souvent supérieurs a 90 %. Ceux des lipides sont du méme ordre de grandeur et se situent
autour de 80 %. Dans le cas de 1’amidon, les digestibilités ont également des valeurs
relativement ¢élevées comprises entre 70 et 94 %. Les CUD des différents macronutriments

peuvent varier avec la nature et le traitement technologique des matiéres premicres.
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La digestibilité peut également varier avec 1’age des animaux et I’influence des facteurs

abiotiques comme la température a été trés peu étudice.

1.4.3 Comportement alimentaire en bassin d’élevage.

Le comportement des crevettes pénéides dans la nature comme en bassin a été étudié in
situ par Rod McNeil (2005). 11 évolue avec le stade de développement de 1’animal.

Dans la nature, il est rare de rencontrer des animaux de moins de 5 g sur le fond, ils sont
tres généralement accrochés a des supports (racines de palétuvier, herbier...) a la recherche de
proies (copépodes par ex) et de déchets. Ce comportement se satisfait mal des conditions
d’élevage en bassin ou le fond est le seul support disponible dont la surface est 13 fois
inférieure a celle d’un herbier. Dans le bassin d’élevage, les animaux juvéniles passent leur
temps a errer en solitaire sur les zones les moins profondes a la recherche de nourriture
(détritus, aliments vivants et artificiel).

Les juvéniles de plus de 5 g ont un comportement distinct le jour et la nuit. Au levé du
jour les groupes de taille réduite, d’une dizaine d’individus, commencent a se déplacer autour
du bassin a la recherche d’aliments et se rassemblent au fur et a mesure pour former de larges
troupeaux composés de plusieurs milliers d’individus. Le troupeau se structure en forme de
goutte d’eau avec les crevettes les plus grosses en téte et les plus petites en queue. Il se
déplace assez rapidement notamment pour les espéces les plus benthiques comme
Litopenaeus stylirostris et L. vannamei. Lorsque le troupeau rencontre de I’aliment les
animaux prennent avec eux un granulé et continue a se déplacer avec le groupe tout en
grignotant une portion du granulé pour finir par le laisser tomber un peu plus loin.

A la nuit tombée les troupeaux se dissocient et les animaux adoptent un comportement
solitaire. C’est durant la nuit principalement que la crevette fouille le sédiment a la recherche
de proies vivantes.

Bien que le comportement de la crevette, notamment de L. stylirostris tend a devenir

plus benthique chez les gros animaux, elle se nourrit également sur les substrats verticaux.
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1.4.4 Alimentation en crevetticulture

a Aliments crevette.

Pour les filiéres crevetticoles semi-intensives comme en Nouvelle-Calédonie,
’utilisation d’un aliment composé est obligatoire pour obtenir des croissances et des survies
satisfaisantes. Mais ’utilisation d’un aliment composé ne suffit pas pour obtenir des résultats
corrects en termes de croissances et de survie : différents facteurs rentrent en jeu tels que la
formulation de I’aliment et la qualité¢ des ingrédients ; la méthode de fabrication et les
caractéristiques physiques du granulé ; la méthode et le régime de distribution ;
I’environnement aquatique et la production naturelle.

Les besoins nutritionnels des crevettes se caractérisent par :

- des besoins protéiques élevés (comparativement a ceux des mammiféres terrestres et des
volailles) qui doivent étre couverts par des protéines de haute qualité en particulier des
protéines d’origine animale et marine apportés par les farines de poisson, de calmar et de
crustacés. Les autres protéines sont d’ordre végétal (tourteau de soja, bl¢),

- des besoins en lipides relativement faibles mais spécifiques en acides gras polyinsaturés a
chaine longue (qui ne peuvent étre apportés que par des huiles marines — huile de poisson), en
phospholipides et en cholestérol,

- des besoins en vitamines et en certains minéraux (en particulier le phosphore).

Les aliments commerciaux destinés aux élevages de crevettes sont donc composés
sommairement d’'un mélange de farines animales et végétales, d’huile de poisson et d’un
complément en vitamines et en minéraux. La stabilité¢ a I’eau de 1’aliment est obtenu par un
broyage fin des farines (< 500pum) et 1’ajout de liants spécifiques. Les farines une fois
mélangées subissent un traitement a la vapeur (> 80 °C) avant d’étre agglomérées, le plus
souvent par pressage a sec, pour former des granulés cylindriques de 2mm de diamétre
servant au nourrissage des crevettes adultes. La granulométrie de 1'aliment est importante car
elle doit étre adaptée a la taille des crevettes afin que celles-ci puissent 1'ingérer facilement.
Les animaux juvéniles de poids < 0.5 g sont nourris de granulés concassés (0.5 a 1 mm), ceux

compris entre 0.5 et 5 g avec des granulés de 2 x 2 mm et au-dela de 5 g avec des granulés de

2x15 mm.

Ces aliments industriels sont formulés a partir de données nutritionnelles issues de

recherches réalisées en laboratoire dans des bacs ou les conditions sont plus ou moins
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controlées (Tacon 1996). Ces données font le plus souvent impasse sur I’effet des variations
physicochimiques du milieu d’élevage notamment des changements de température en
relation avec les saisons (Wyban et al. 1995), des pratiques d’alimentation et de I’apport
trophique endogene du bassin d’élevage (Tacon et al. 2002). La taille et/ou la phase de
développement des crevettes, qui influent notablement sur la physiologie de leur nutrition, est
de méme rarement prise en considération. Malheureusement, en absence de données
nutritionnelles tenant compte de I’influence des facteurs biotiques et abiotiques, les aliments
commerciaux sont le plus souvent formulés par excés ce qui a une incidence certaine sur leur

colt (et sur I'eutrophisation du milieu d'¢levage).

b Alimentation en bassin

En aquaculture, I’estimation de la ration quotidienne ne consiste pas en un simple calcul
mathématique, c’est un exercice difficile qui repose beaucoup sur le savoir faire empirique de
I’éleveur. La ration exprimée en aliment sec est un pourcentage de la biomasse des crevettes
en élevage. Elle diminue avec la taille des animaux et passe ainsi de 6 % chez les juvéniles de
2 g de poids moyen a 1.8 % chez les sub-adultes de 22 g.

Ainsi les éleveurs ont dressé des tables de rationnement avec le poids moyen des
animaux qui est estimé par échantillonnage une fois par semaine, et le pourcentage
correspondant a la ration a distribuer. Cependant la bonne utilisation de ces tables repose
entierement sur la précision avec laquelle la taille de la population en élevage est estimée. Or,
cette information dépend de la mortalité qui ne peut étre connue avec exactitude pendant
I'élevage.

Pour déterminer la ration journaliére, les fermiers se basent donc sur deux critéres
supplémentaires :

- la vitesse de croissance, qui lorsqu’elle décroit est une indication d’un rationnement
trop sévere. Cependant ce parametre doit étre considéré avec précaution car sensible aux
facteurs du milieu d’¢élevage comme la température, I’oxygene et la pollution du sédiment.

- l'utilisation de mangeoires pour estimer la consommation. Ces mangeoires sont
disposées en différents points du bassin a raison de 1 a 2 par hectare. Une mangeoire est
constituée d’un simple cadre en PVC ou métallique (70cm de co6té) sur lequel est fixé une
maille pour retenir le granulé. A I’heure du repas chaque mangeoire regoit une dose de 150-

200 g de granulé. Deux heures apres le repas, les mangeoires sont examinées et suivant la
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quantité¢ de restes, la taille du repas suivant est réajusté conformément aux formules qui

peuvent varier d’un fermier a I’autre.

La distribution de l'aliment est faite 2 a 3 fois par jour dans le but de fractionner la
quantité journaliere pour améliorer la consommation de l'aliment. En Nouvelle-Calédonie, la
répartition est faite de fagon la plus uniforme possible sur la surface du bassin grace a un silo
fixé sur un bateau. Une bonne répartition est importante pour éviter l'accumulation de

granulés non consommes.

¢ Indice de conversion

L’indice de conversion (IC ou FCR) moyen de I’aliment (masse d’aliment utilisé¢/masse
crevettes produites) sur I’ensemble des élevages calédoniens de 2003/4 était de 2,59 + 0,136
(n = 65). La production de 2214 tonnes de crevettes cette année 1a avait donc nécessité 5750
tonnes d’aliment pour une valeur globale de 632 500 000 Fcp (5 315 126 €). L’indice de
conversion des élevages calédonien est supérieur de 30 % a un IC de 2 généralement reconnu
comme ¢tant la norme. Les causes de cet IC élevé peuvent étre multiples : environnementales
(sédiment réduit, hypoxie nocturne), zootechniques (rationnement et mortalité mal estimés) et
nutritionnelles (formule mal adaptée a la phase de développement de 1’animal ou a la saison
d’élevage, faible apport trophique endogene du bassin). Ces différentes causes peuvent
conduire un sur-nourrissage des €levages alors que les croissances sont ralenties et/ou les

mortalités importantes comme c'est le cas en hiver lors d'épisodes de Syndrome 93.

Pour pouvoir remédier a cet indice de conversion élevé, il est important de bien
connaitre en conditions réelles d’élevage le devenir du granulé distribué. C’est dans cet
optique que nous avons développé, dans le cadre de cette thése, un outil permettant d’étudier
la nutrition de la crevette L. stylirostris en relation avec les fluctuations et les évolutions du
milieu au cours des élevages. Dés lors que nous disposerons de données fiables sur la
consommation, les besoins nutritionnels et énergétiques de la crevette dans son
environnement, il sera possible de formuler des aliments adaptés a chaque phase de
développement de 1'animal et a chaque saison et de proposer aux fermiers un protocole de
nourrissage adéquat. Ce protocole devrait permettre de diminuer significativement 1’indice de
conversion et le colit associé aux aliments et d’abaisser la production de déchets (matieres

organiques en suspension, azote et phosphore).
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I.5 REPRODUCTION EN CAPTIVITE DE L. STYLIROSTRIS

La reproduction en captivité de L. stylirostris est cruciale au maintien de la production
crevetticole en Nouvelle-Calédonie. Endémique aux eaux équatoriennes et mexicaines, la
crevette bleue a été¢ importée en 1980. Son élevage commercial dans le pays a été rendu
possible par la maitrise complete de son cycle de développement.

La production de géniteurs se fait en bassins de terre extérieurs de superficie comprise en

moyenne entre 2000 et 3000 m? et en eau de mer 32-35 %o.

I.5.1 Préparation des bassins

Apres la vidange totale du bassin et la péche des animaux du précédent élevage, le fond
du bassin généralement réduit va rapidement sécher et se minéraliser en surface sous I’action
du soleil. Lorsque le fond est suffisamment dur, le sol est labouré sur une profondeur de dix
centimetres pour permettre une oxydation des couches plus profondes. Une période d’assec
d’au moins trois semaines est recommandée avant de remettre en eau le bassin. La mise en
eau des bassins s’effectue une semaine avant I’ensemencement avec une maille de filtration a

I’entrée de 700u et une maille de 1 mm en sortie.

I.5.2 Les différentes phases de 1'élevage

L’¢levage des géniteurs comprend deux phases :
v" Une phase dite « pré géniteur » qui dure environ 120 jours depuis 1’ensemencement.
v Une phase dite « géniteur » qui débute avec le transfert des « pré géniteurs » dans un

autre bassin et permet de produire des animaux de 50 a 60 g en 120 jours et plus.

a Phase pré géniteur

L’ensemencement des bassins pré géniteurs se fait avec des post-larves de 20 jours, a
une densité de 1-4 crevette.m™, nourris avec du granulé émietté. Les bassins ont un
renouvellement d’eau journalier de 5-20 %. Durant cette phase, un échantillonnage est réalisé
toutes les semaines pour suivre la croissance des individus. Aprés trois a quatre mois

d’élevage, les crevettes atteignent un poids moyen de 25 a 30 g (selon la saison), le bassin est



38



Chapitre I - Introduction 39

alors vidanggé, les crevettes sont triées et transférées dans un nouveau bassin ou commence la

« phase géniteur » proprement dite.

b Phase géniteur

Lors du transfert vers le nouveau bassin, le sexe ratio recherché est de 2/1 (2 méles pour
une femelle). La densité d’élevage est alors diminuée a 0.5-1 crevette.m™. La faible densité
en bassin de géniteurs permet de bonnes conditions d’élevage et des croissances rapides.
Durant cette phase qui dure entre 3 et 4 mois le renouvellement journalier de I’eau est de 20
%. Les animaux sont nourris pendant 5 jours d'une ration de 5 % de la biomasse estimée avec
du granulé « spécial crevette géniteurs » produit par un provendier local (Moulins de Saint-
Vincent). En complément une ration de nourriture fraiche sous forme de calmar broyé est
distribuée une fois par semaine (précédé d'un jour de jeune).

Un bassin de 3000 m? produira entre 1500 et 2000 géniteurs d'un poids moyen de 50 g

pour les males et de 60 g pour les femelles.

I.5.3 Reproduction

Avant les résultats de nos travaux présentés dans ce mémoire le transfert et
I’acclimatation des géniteurs en écloserie se faisaient dans de I’eau de mer a 35 %o. On verra
dans la suite de ce travail (chapitres 4 et 5) le protocole que nous avons développé afin de
minimiser les perturbations physiologiques des crevettes au cours de leur manipulation. Cette
méthodologie est maintenant largement appliquée par les écloseries du pays. Les conditions
de transfert et d’acclimatation décrites ci apreés sont celles pratiquées avant 1’application du

nouveau protocole.

a Transfert standard des géniteurs en écloserie

A l'issue de I'élevage en bassins de terre (Fig. 1.7A), les géniteurs aptes a la reproduction
sont péchés, triés (Fig. 1.7B) et transférés dans la zone de maturation de 1'écloserie (Fig. 1.7C).
Deux a trois jours avant la péche, un échantillonnage est réalisé pour controler le stade de mue
des animaux. L'observation d'une majorité¢ de géniteurs a carapace molle, en post mue (stade
A) ou en pré-mue (stade D) retarde la péche de quelques jours.

Femelles et males sont stockés a raison de 10 a 15 crevettes au m? dans des bacs séparés.

Les bacs de maturation sont circulaires (femelles 6 m? males 4 m?) avec un double
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Figure 1.7 : Transfert des géniteurs en écloserie. Les géniteurs sont péchés a 1'épervier
dans le bassin de terre (A), triés par sexe (B), répartis dans des bailles en plastiques pour
le transport vers 1'écloserie ou ils sont transférés dans les bacs de maturation (C).
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fond filtrant constitué¢ du bas vers le haut par: une couche de 10 cm de gravier, un tissu

géotextile (bidime®) et une couche de 5 cm de sable.

b Stabulation des géniteurs

L'eau de mer (filtrée a 50 um) est renouvelée de 50% a 100% quotidiennement et aérée
par un bullage central provenant du réseau d'air surpressé. Une photopériode artificielle
décalée (allumage de 19 h a 9 h) est instaurée dans la zone de maturation pour des
commodités d’horaire de travail. En effet, les pontes ayant lieu normalement trois a quatre
heures apres la tombée de la nuit, la lumicre artificielle est maintenue de 21h a 11h (éclairage
a 60W) afin de décaler les pontes en début d’aprés midi. L’insémination artificielle est ainsi
effectuée en fin de matinée.

Le maéle est utilisable immédiatement alors que la femelle nécessite un temps
d'acclimatation en particulier en hiver. Seule la température de I'eau des bacs de femelles (19-
20 °C en hiver) est progressivement ¢levée 2 jours apres le transfert a raison de 1-2 °C par
jour jusqu'a atteindre 29-30 °C, température optimale pour la maturation des femelles. Les
males sont laissés a température ambiante car la chaleur tend a détériorer la qualité du sperme

(Pascual ef al. 1998).

L'alimentation des géniteurs en salle de maturation est composée essentiellement de
nourriture fraiche (calmar et moules) avec un complément de granulés riches en protéines,
lipides d’origine marine et vitamines. Ici aussi, nous verrons que suite a nos travaux (voir les
chapitres 5 et 6), nous avons proposé de modifier la fréquence d’apport des aliments pendant

certaines phases critiques.

¢ Maturation, insémination et ponte

La reproduction en captivité des animaux est plus ou moins contrélée - au niveau de la
maturation ovarienne qui est déclenchée par une épédonculation unilatérale de la femelle — et
au niveau de I’insémination qui est réalisée artificiellement par I’application manuelle sur le

thélycum de la femelle de la boule spermatique extrait du spermatophore du male.

- [l'épédonculation
Aprés une phase d'adaptation de 4 jours, les femelles sont péchées pour étre

épédonculées. L’épédonculation des femelles se fait une fois que la température de I’eau des
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bacs est stabilisée a 29 — 30°C. Cette opération est réalisée a 1'aide d'une ligature appliquée a
la base d'un des deux pédoncules oculaires (Fig. 1.8) qui entraine la chute de 1'oeil dans les 48
heures.

L'ablation oculaire déclenche une maturation synchrone des femelles. Apres cette opération,
les femelles sont remises dans leur bac d’origine. Quatre jours aprés l'épédonculation, les
premieres maturations sont observées : les femelles prétes a pondre sont repérées grace a la
coloration brune-orangée de 'ovaire visible par transparence tout le long de I'abdomen (Fig.
L1.9).

Chez les crustacés, de nombreuses hormones peptidiques sont synthétisées dans 1'organe
X et stockées dans la glande du sinus avant leur libération dans 1'hémolymphe. Parmi celles-
ci, les CHHs (Crustacean Hyperglycemic Hormone), les VIHs (Vitellogenesis-Inhibiting
Hormone) connues également sous le nom de GIHs (Gonad-Inhibiting Hormone), les MIHs
(Molt-Inhibiting Hormone) et les MOIHs (Mandibular Organ-Inhibiting Hormone) sont des
peptides d'environ 72 acides aminés possédant 3 ponts disulfures et constituant la famille des
CHHs. Certaines de ces hormones sont également impliquées dans le controle de
'osmorégulation (Spanings-Pierrot et al. 2000; Serrano et al. 2003), le contréle du
métabolisme des lipides (Santos ef al. 1997) et la sécrétion d'enzymes digestives (Keller et
Seldmeier 1988).

Les effets de I’épédonculation sur la maturation ovarienne s’expliquent de la fagon
suivante : le pédoncule oculaire est le lieu de synthese et de libération de la VIH qui inhibe la
synthese et le transfert de la vitellogénine vers les ovaires. Par conséquent 1’épédonculation
unilatérale de la femelle provoque une chute de la VIH circulante et une levée partielle

d’inhibition de la vitellogénese.

- Insémination artificielle

Une a trois heures avant le déclenchement de la ponte 1’insémination des femelles se
fait manuellement avec du sperme prélevé des spermatophores des males. Les spermatophores
situés a D’extrémité des spermiductes situés a la base de la cinquieme paire de péréiopodes
sont expulsés par simple pression manuelle. Les spermatophores sont alors vidés de leur

sperme qui se présente sous la forme d’une boule gélatineuse.
Les boules de sperme ainsi collectées sont déposées dans une coupelle d’eau de mer en
attendant 1’insémination. Elles varient en volume et en texture (un aspect de couleur blanc

opaque et une texture collante est signe de bonne qualité). Apres extraction des
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Figure 1.8 : Ablation par ligature du pédoncule oculaire d'une femelle de L. stylirostris.

Figure 1.9: Maturation des femelles de L. stylirostris. La femelle mature (en haut) est
aisément reconnaissable par la coloration brune-orangée de l'ovaire visible par transparence

tout le long de I'abdomen. Pour comparaison une femelle non mature est placée en bas.
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spermatophores, les males sont remis en bac ou ils produiront une nouvelle génération de
spermatophores apres dix a quinze jours.

Les femelles prétes a pondre sont péchées dans les bacs. Elles sont inséminées en
appliquant le sperme sur le thélycum qui est situé au niveau de l'avant-derniére paire de
péréiopodes (Fig. 1.10). C’est a la base de ces péréiopodes que se trouvent les gonopores a
travers lesquels sont expulsés les ovules qui sont fécondés au contact du sperme. Deux males
sont généralement utilisés pour l'insémination d'une femelle qui est alors transférée dans un
bac de ponte

- Ponte et récupération des nauplii

Les femelles inséminées sont déposées individuellement dans les pondoirs ou elles

sont laissées au calme et a 1’obscurité jusqu’a la ponte.
Quelques heures apres la ponte, les femelles sont récupérées, marquées (voir I1.2.3) puis
remises dans leur bac d’origine. Le marquage permet d'assurer le suivi du nombre de pontes
par femelle et du rang de ponte. Les femelles ayant déja effectué trois pontes sont éliminées
de la production. Le bullage du bac de ponte est alors remis, et la ponte est collectée le
lendemain pour étre mis dans un systéme de petits bacs pour la récolte des larves. Ce systeme
est basé sur le phototropisme positif des nauplii qui nagent vers la lumiere et qui sont
récupérés par une surverse. Les ceufs non éclos restent au fond des bacs. Il est ainsi possible
de déterminer le taux d’éclosion pour chaque ponte.

Le nombre d'oeufs obtenus a chaque ponte dépend du poids de la femelle ; il peut
varier de 200 000 a 400 000 pour des femelles de 50 a 70 g. Le taux de fécondation est
fonction de la qualité des géniteurs, il est aussi variable d'une ponte a l'autre et se situe aux
alentours de 30 a 50 %. Le taux d'éclosion est généralement plus élevé et fluctue entre 80 et

90 %. Chaque ponte donne ainsi naissance a 50 000 a 200 000 nauplii.

I.5.4 Elevage larvaire

L’eau de mer des élevages est filtrée a 5 pm et traitée a ’EDTA pour neutraliser les
éventuels métaux lourds. Les nauplii sont mis en bacs d’élevage larvaire a une densité de 200
larves par litre. L’élevage dure 23 jours, dans une eau aérée et maintenue a 29 °C.

La durée du développement larvaire est fonction de la température et des aliments utilisés. En
condition d’écloserie, il faut compter 8 a 10 jours depuis 1’éclosion jusqu’a la métamorphose

de la larve mysis en post-larve (PL).
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Figure 1.10 : Insémination artificiel par transfert du contenu spermatique d'un
male sur le thélycum d'une femelle.
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L’alimentation est fonction du stade larvaire :

v' Les nauplii s’alimentent sur leur propre vitellus.

v' De Zoé 1 a Zoé 3 s’alimentent d’aliments composés sous la forme de microparticules
de tailles comprises entre 50 et 125um. Ces aliments sont disponibles dans le
commerce sous différentes marques.

v A partir du stade Zoé3 les animaux commencent a consommer des nauplii d’artémia
vivants. On leur distribue également un complément de microparticules de tailles

comprises entre 125 et 350um.

Un traitement antibiotique est appliqué a partir 3¢éme jour d'élevage (J;) et le
renouvellement de 1’eau des bacs débute a Jo.
Dés que les post-larves ont atteint 1’age de 8 jours (soit a J7), la température est
progressivement abaissée (2 °C-jour’) afin d’acclimater les animaux aux conditions ther-
miques extérieures. Dés la température extérieure atteinte, les post-larves alors agées de 10 a
13 jours selon la saison sont transférées en nurserie (raceways extérieurs). Cette phase a pour
objectif d'acclimater progressivement les post-larves aux conditions de bassin d'élevage et
¢viter un choc trop brutal pouvant entrainer jusqu'a 70 % de mortalité. Elle dure une a deux

semaines, les post-larves sont amenées au minimum a P15 en été et P20 en hiver.

1.6 PHYSIOLOGIE RESPIRATOIRE

1.6.1 Les gaz respiratoires

Les gaz respiratoires oxygene (O2) et dioxyde de carbone (CO2) représentent
respectivement 20.95 % et 0.03 % de 1’air que nous respirons. Pour quantifier les gaz présents
dans un liquide, on utilise a la fois les concentrations et les pressions partielles. La pression
partielle d’un gaz est définie par la loi de Dalton selon laquelle la pression totale d’un
mélange de gaz est égale a la somme des pressions partielles que chaque gaz exercerait s’il
occupait seul le volume dans lequel le mélange est confiné. Cette notion de pression partielle
est tres importante car tous les transferts diffusifs des gaz (voir 1.6.2 La fonction respiratoire)

suivent des gradients de pressions partielles et non pas des gradients de concentration.
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Tableau I.1 : Coefficients de solubilité (umol-L™"-kPa™) de l'oxygéne (ap,) et du CO;

(Ocp,) dans l'eau distillée et dans l'eau de mer a différentes températures.
(d'apres Dejours 1981)

Eau distillée Eau de mer 35 %o
T°C Uo, Uco, Uo, Uco,
37 10.58 249.8 8.78 218.3
28 11.94 309.6 9.82 266.0
20 13.65 385.6 11.10 327.8
15 15.08 449.2 12.17 379.2
10 16.80 529.6 13.43 444 .9

0 21.60 765.2 17.03 637.7
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La dissolution de 1’oxygeéne dans 1’eau est régie par la loi de Henry, selon laquelle la

concentration de chaque gaz dissous est directement proportionnelle a la pression partielle.

(1) Co, =Po, & avec 0O le coefficient de solubilité de I’oxygene

- Le coefficient de proportionnalité est le ccefficient de solubilité (o) du gaz. Le tableau

L1 donne les valeurs des coefficients de solubilit¢ de l'oxygeéne, O et du dioxyde de
carbone, O , dans l'eau distillée et I'eau de mer (35 %o). Il met en évidence deux points

importants:

- la solubilité¢ de CO, dans I'eau est beaucoup plus forte que celle d'O,, une propriété qui a
de nombreuses conséquences physiologiques. Les solubilités de O, et CO, dans I'eau varient
en fonction de 2 facteurs: la température et la salinité. Une augmentation de température et de
salinité diminue les solubilités de ces 2 gaz.

En ce qui concerne le gaz carbonique, les phénoménes de dissolution sont plus
compliqués car, en plus des lois physiques de la dissolution des gaz le CO; réagit avec l'eau
en donnant de l'acide carbonique H,CO3 qui a son tour se trouve en équilibre avec des ions
bicarbonates et carbonates:

CO, + H,0 = HyCO; = HCOy +H' = COy” +2H"

Les équilibres entre les différentes formes du systéme dépendent de la température et
de la salinité, les deux constantes de dissociation de 1'acide carbonique €tant fonction de ces
parametres (Millero et al. 2002).

En milieu naturel, les teneurs en gaz respiratoires peuvent dépendre de deux processus
antagonistes: d'une part la respiration qui consomme de 1'oxygeéne et produit du dioxyde de
carbone, d'autre part la photosynthése qui consomme du CO; et produit O,. Le jour, 1’action
de la photosynthése dépasse celle de la respiration et une production nette d'oxygeéne peut
apparaitre. En revanche la nuit, le phénomene est inversé et les réserves d'oxygeéne peuvent
étre fortement altérées. En conséquence, des cycles journaliers de concentration et de pression
de O, et CO, peuvent exister, en particulier pendant les chaudes journées d'été. Ces
phénomenes sont d'autant plus marqués que le milieu est confiné et la biomasse importante
(voir I’étude sur les «rockpools » de Truchot et Duhamel-Jouve 1980). Dans les bassins
d'élevage "profonds", et lorsqu’il n’y a pas de vent, le phénomene est différent. Le point de
départ est généralement li¢ a une stratification saisonnicre entre eaux de surface et de fond.

Les eaux de fond sont a certaines périodes de I’année physiquement confinées et ne peuvent
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Figure 1.11 : Principales étapes de la fonction respiratoire chez un organisme aquatique.
L’oxygene et le dioxyde de carbone traversent les différents compartiments qui séparent le
milieu extérieur (eau) de la cellule en suivant des gradients de pression partielle. (Déjours

1981)
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s’équilibrer avec [’oxygeéne atmosphérique. Leur eutrophisation entraine une sur-
consommation d’oxygene qui n’est pas compensée et qui aboutit a des phénomenes d’hypoxie
de durée variable selon la gestion du bassin. Pour les animaux aquatiques exploités en
aquaculture cela suppose donc des facultés d'adaptation a des conditions d'oxygénation tres
variables qui sont naturellement dépassées lorsque la quantité d’oxygéne disponible devient
trop faible.

Pour résumer, en milieu aquatique les gaz respiratoires O, et CO, se comportent tres
différemment car leurs constantes de solubilité sont trés différentes et ne sont pas affectées de
la méme fagon par les variations de température et de salinité. De plus, les processus
biologiques (respiration, photosynthése) peuvent modifier fortement les concentrations et les
pressions partielles de O, et CO; en fonction de rythmes journaliers et/ou saisonniers. Il existe
¢galement des phénoménes de confinement saisonniers. Pour réaliser une étude précise des
problémes liés au transport des gaz respiratoires il faut donc prendre en compte, en plus des
traditionnelles concentrations d’oxygéne mesurées en aquaculture, les pressions partielles en

O, et CO», ainsi que les facteurs tels que la température et parfois la salinité.

1.6.2 La fonction respiratoire

L'accessibilité permanente a I'oxygene, a des pressions partielles bien définies, est une
priorité pour les cellules. Du milieu ambiant jusqu'a la cellule, le flux d'oxygene dépend de
gradients successifs de pression (chute de la pression du gaz d'un compartiment a l'autre) et
des débits d'eau ventilés. Chez les organismes unicellulaires et les pluricellulaires de petite
taille, la respiration peut s’effectuer par simple diffusion alors que chez les animaux de grande
taille, elle nécessite un ensemble de structures et de mécanismes complexes. La fonction

respiratoire assure le transfert d'O2 et de CO2 entre le milieu ambiant et la cellule.

Ce transfert peut se résumer selon quatre étapes (Dejours 1981 ; Fig. 1.11) :

1- Une étape de convection ventilatoire qui renouvelle l'apport en oxygeéne au niveau de
I'épithélium branchial. Chez les crustacés décapodes, cette premicre étape est assurée par les
battements des scaphognathites.

2- Une étape de diffusion des gaz a travers 1'épithélium branchial vers le systéme

circulant (hémolymphe).
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Figure 1.12 : Coupes longitudinale (A) et transversale (B) de branchie de pénéides
(d'apres Shigueno 1975). I, lamelle ; f, filament ; vb, vaisseau branchiocardiaque ;
sb, sinus branchial.
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3- Une étape de convection circulatoire au cours de laquelle le sang permet d'amener
'oxygene jusqu'aux cellules dans tout I'organisme. L'efficacité de cette étape est liée au débit
cardiaque (V) et aux caractéristiques des pigments respiratoires (les gaz étant dissous ou liés
a un pigment respiratoire, 'hémocyanine chez les crustacés décapodes)

4- Une étape diffusive. C'est la derni¢re étape qui permet la diffusion de 1'oxygeéne des
capillaires sanguins vers les cellules et les mitochondries. Les étapes de diffusion sont guidées
non par des gradients de concentrations mais par des gradients de pressions. En effet, en

terme diffusif, le parameétre clef est la pression partielle du gaz. Le bilan du flux d’oxygene
ayant traversé cette succession d’étapes correspond a la consommation d’oxygene, MOZ, que
l'on peut mesurer ou décrire par la mise en équation théorique de chaque étape :
1- étape ventilatoire
(2) Mo, =V, [&,0, {{P1o, - PEo,)
2- premicre étape de diffusion

(3) Mo, = GGo, [{PGo, — Pao,)
3- étape circulatoire

(4) Mo =V, [B,0, [{Pao, - Pvo,)
4- seconde étape de diffusion

(5) Mo, =Gto, [{Pc'o, — Pto,)

Dans les étapes de diffusion GO, est fonction de la nature du tissu considéré :

(6) Go, =(S[Ko,)/E
avec S : la surface de 1’échangeur ; E : I’épaisseur de I’échangeur ; KOz : la constante de
diffusion de Krogh pour I’oxygene définie empiriquement selon la nature du tissu de

I’échangeur.

Ces équations montrent que la consommation d’oxygene dépend de parameétres
multiples : débit d’eau ventilée (ou débit ventilatoire, V), PO2 dans 1’eau inspirée (Plo,) et
expirée (PEo,), PO2 a la surface des branchies (PGo,) et autres tissus (Pto,), PO2 dans le sang
artériel (Pao,) et veineux (Pvo,), , conductance diffusive de la branchie (GGo,), débit
cardiaque ( V), capacitance du sang pour ’oxygéne (BbO,, rend compte de la solubilité de
1’0, dans le sang et des caractéristiques du pigment respiratoire) et conductance diffusive des

tissus (GtO,).
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Figure LI.13 : Ventilation de la cavité branchiale de 1'écrevisse Astacus leptodactylus.
A-Circulation de I’eau lors de I’étape de la ventilation chez 1’écrevisse ; B Fonctionnement du
scaphognathite : le scaphognathite est en position basse dans le canal de I’hydrostome (1), la
partie postérieure s’éleve créant ainsi une dépression (2), la masse d’eau isolée est ensuite
expulsée vers la sortie du canal quand la partie antérieure s’éléve a son tour (3), la postérieure
s’abaisse recréant alors une dépression (4) isolant une nouvelle masse d’eau qui sera ensuite
chassée a D’extérieur lorsque la partie antérieure s’éleévera a nouveau 5) et ainsi de suite.
Les fleches blanches indiquent le mouvement du scaphognathite. Les fleches noires indiquent

le sens de circulation de l'eau. D'aprés Massabuau (1984).
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1.6.3 Appareils respiratoire et circulatoire

a Le systéme respiratoire

L'appareil respiratoire est bien individualisé, organisé sous forme de branchies. Il est
contenu dans deux cavités branchiales qui assurent sa protection et la circulation de 1'eau.

Les branchies des crustacés sont des expansions tégumentaires dont les cavités sont
remplies d'hémolymphe. Elles sont de 3 types chez les crustacés décapodes: phyllobranchies
(forme lamellaire), trichobranchie (forme filamenteuse) et dendrobranchie (forme
arborescente). Les Penaeidea en général possédent des dendrobranchies réparties dans deux
chambres branchiales disposées de part et d'autre du céphalothorax. La dendrobranchie
consiste en un axe portant symétriquement des lamelles branchiales dont la surface décroit de
la base vers l'apex de la branchie (Fig. 1.12). Chaque lamelle porte a son tour des filaments
branchiaux orientés perpendiculairement a son axe et qui présentent au moins deux
bifurcations. Chaque branchie est attachée par un court pédoncule de structure tubulaire (le
raphé) au segment thoracique. Ce dernier présente sur ses deux faces des pores a mucus. Sur
la face ventrale de la branchie se trouvent des soies jouant un role dans la circulation de 1'eau
dans la cavité branchiale. Outre leur rdle respiratoire les branchies interviennent également

dans le contrdle de la composition ionique de I'hémolymphe (Grassé 1994).

Le rythme ventilatoire est imposé par le battement des scaphognatites. Cet organe peut
se voir par transparence a la base du céphalothorax de Litopenaeus stylirostris. Ce sont les
mouvements du scaphognathite qui imposent le sens de circulation de I’eau : I'eau pénétre a la
base de la cavité branchiale, passe le long des branchies et ressort a I'avant de l'animal au
niveau du canal de I'hydrostome (exemple de l'écrevisse Astacus leptodactylus, Fig. 1.13A).

Le fonctionnement des scaphognathites dans les cavités branchiales de A.
leptodactylus est décrit sur la figure 1.13B. Le sens de circulation de I’eau dans la chambre
branchiale est essentiellement unidirectionnel et s’effectue d’arriere en avant (mode postéro-
antérieur ou mode forward).

Les crustacés sont ainsi capables d’ajuster leur ventilation quand les conditions
d’oxygénation de I’eau varient (Fig. 1.14) : lors de la diminution de ’oxygeéne dans 1’eau
inspirée (hypoxie < 21 kPa), ’augmentation du débit ventilatoire, ou hyperventilation, est

obtenue par l’augmentation de la fréquence des battements des scaphognathites.
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Figure 1.14: Capacités d’adaptation ventilatoire chez 1’écrevisse Astacus leptodactylus
(Massabuau et Burtin, 1984). Il y a hyperventilation quand PO, dans 1’eau diminue jusqu’a un
seuil critique < 1 kPa (bande grise). Grace a cette adaptation ventilatoire, la consommation

d’oxygeéne (MO2 ) reste constante ainsi que PO, dans le sang artériel.

Figure 1.15 : Appareil circulatoire des pénéides (d'apres Shigueno, 1975). aa, aorte antérieure
; ala, artére latérale antérieure ; ava, artére ventrale antérieure ; avp, artére ventrale
postérieure, ap, aorte postérieure ; c, coeur.
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Le phénoméne inverse, hypoventilation, se produit dans le cas d’une hyperoxie ou

suroxygénation (> 21 kPa) dans I’eau.

b Le systéme circulatoire

L'appareil circulatoire des crustacés décapodes est de type ouvert et I’hémolymphe,
propulsée par le cceur dans des arteres puis des capillaires, est finalement collectée dans des
sinus veineux apres avoir irrigué les tissus (Fig. I.15). Les sinus raménent finalement le sang
aux branchies ou il est hématosé avant de retourner dans le péricarde et le ventricule.

L'hémolymphe de la majorité des décapodes contient un pigment respiratoire,
I'némocyanine, qui augmente grandement la capacité de transport de l'oxygeéne. Cette
cuproprotéine a une structure de base monomerique dont le poids moléculaire est d'environ 75
kDa. Chaque monomere comporte un site actif compos¢ de 2 atomes de cuivre capable de
fixer réversiblement une molécule d'O,. Cette fixation est décrite par une courbe de
dissociation qui représente les variations de la fraction oxygénée du pigment en fonction de la
pression partielle d'oxygene dans le sang. La figure .16 montre I'importance du pigment dans
le transport de 1'oxygeéne puisque pour une pression partielle donnée il permet de transporter
jusqu'a 20 fois plus d'oxygene que sous la forme dissoute.

De la quantité d'hémocyanine dans le sang et du réglage de son affinité caractérisé par
la forme et la position de la courbe de dissociation, dépendent la capacité oxyphorique de

I'hémolymphe, c'est a dire la quantit¢ maximale d'oxygéne pouvant étre fixée par le
pigment, Cyic, - La quantité d'hémocyanine circulante est liée au cycle d'intermue (Truchot

1978). Les propriétés fonctionnelles de I'hémocyanine ont été étudides chez de nombreuses
especes (Truchot et Lallier 1992 ; Bridges 2001) ainsi Lallier et Truchot (1989) ont décrit les
caractéristiques d’affinité majeurs de I’hémocyanine d’une pénéidé, Penaeus japonicus.

De nombreuses études ont montré que 'affinité¢ du pigment respiratoire des décapodes
dépendaient de nombreux facteurs: le pH (effet Bohr; Truchot 1971), certains ions
inorganiques (Ca®>", Mg*"; Truchot 1975; Mason et al. 1983), des cofacteurs organiques
(lactate, urate; Truchot 1980, Lallier et Truchot 1989), les facteurs du milieu (température,

salinité, Truchot 1973; Taylor et al. 1985).

1.6.4 Stratégie des faibles PO,

En physiologie de la respiration, on a démontré depuis plusieurs années qu’il existe

chez les animaux aquatiques, marins ou d'eau douce, appartenant aux crustacés, poissons ou
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Figure 1.16 : Concentration totale de 1'oxygéne dans le sang. CO, total est la
somme des concentrations d'oxygene dissous (CO.dissous) et d'oxygene fixé a la
molécule d'hémocyanine (HcO,). L'intérét du pigment peut étre facilement illustré
a Pa0, = 2 kPa. Sans pigment seulement 0,02 mmol-l'd'oxygéne peut étre
transporté sous forme dissous. En présence du pigment, la concentration totale
d'O2dans le sang s'éléve a 0,5 mmol-1” (0,48 mmol1” fixée 4 I'hémocyanine et
0,02 mmol-1"dissous). (d'aprés Truchot 1971).
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mollusques, une stratégie adaptative qui consiste a régler spontanément les pressions
partielles d'oxygene, dans le sang artériel, PaO2, a des valeurs faibles de l'ordre de 1 a 3 kPa
(Massabuau et Burtin 1984 ; Forgue ef al.1989, 1992 ; Massabuau et al.1991, Tran et al. 2000
; Massabuau 2001, 2003). Par comparaison ces valeurs chez 'homme sont de l'ordre de 10-14
kPa (Dejours 1981) alors que dans une eau équilibrée a Iair elles sont de 21 kPa, soit 7 a 20
fois plus élevées.

Chez l'animal aquatique, ces faibles valeurs de PO, artériel sont maintenues constantes
dans une large gamme d’oxygénation de I’eau allant de 1’hypoxie (PO, = 3kPa, [O2] = 1,5
mg/l) a I’hyperoxie (PO, = 40 kPa, [O2] = 20 mg/l ). Elles correspondent en fait a une valeur
controle qui joue un rdle clef dans le maintien de la consommation d'oxygene et des différents
aspects du métabolisme cellulaire (Vanderkooi ef al. 1991) contribuant ainsi a 'homéostasie
du milieu intérieur, face aux variations des conditions d'oxygénation de 1’eau et de sa
température par exemple. Dans cette adaptation, comme nous 1’avons déja vu, les ajustements
ventilatoires jouent un rdle essentiel. Ainsi lorsque la pression partielle d’O2 diminue dans
I’environnement, 1’activité ventilatoire augmente, mais au minimum, de mani¢re a juste
maintenir dans la ou les cavités branchiales un gradient d’oxygénation suffisant pour assurer
un flux entrant d’oxygene constant dans I’animal. A 1’opposé, dans un milieu suroxygéné,
’activité ventilatoire diminue de fagon a diminuer le taux de renouvellement de 1’eau dans les
cavités branchiales. Le sang, en repassant plusieurs fois dans les branchies, épuise ainsi
I’oxygene dans cette eau peu renouvelée en évitant la suroxygénation du milieu intérieur. Ces
adaptations ventilatoires, augmentations ou diminutions, permettent d’apporter une quantité
d’oxygeéne constante a la surface de I’échangeur gazeux, controlant ainsi le gradient de
pression entre 1’eau et le sang. En ce qui concerne les mécanismes de réglage, la ventilation
des animaux aquatiques est controlée par un mécanisme analogue a celui des vertébrés
adriens. En effet, des chémorécepteurs sensibles a I’oxygeéne ont €té mis en évidence chez les
poissons (Eclancher 1972) ainsi que chez les crustacés (Massabuau et al. 1980 ; Ishii et al.
1989). Ce n’est que lorsque ’efficacité de cette étape ventilatoire devient insuffisante que 1’on
observe une adaptation du systeéme circulatoire sanguin liée aux caractéristiques de transport
des pigments respiratoires (augmentation de ’affinité des pigments) mais aussi également un
ajustement du débit cardiaque.

Aujourd’hui, chez les animaux aquatiques, ce concept dhoméostasie du milieu
intérieur a des faibles pressions partielles d'O2, indépendant d'une large variation de
l'oxygénation de l'eau, est visiblement applicable pour un trés grand ensemble d’espéces

(Fig. 1.17), d’eau douce ou marines quels que soient la saison, la température (entre 8 a 23°C),
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Figure 1.17 : Distribution des fréquences de pression en oxygene artériel (PaOz2,
kPa) chez différents animaux aquatiques a 21 kPa (Pcozinspirée = 0,1 kPa ;
T =13-15 °C). Pour toutes les especes, la distribution des fréquences mesurées est
comprise entre 1 et 3 kPa. (Forgue et al. 1992).
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le type de branchie, de pompe ventilatoire et de systéme circulatoire (ouvert ou fermeé).
L’absence ou la présence de pigment respiratoire et son niveau d’affinité n'ont pas non
plus d'influence (Forgue ef al., 1992). Nous verrons plus loin que nous avons étendu ces
observations a 28°C chez L. stylirostris.

Chez les animaux aquatiques (animaux a sang froid) qui présentent la stratégie des
faibles oxygénations, la pression partielle d’oxygene du sang artériel ( = 1-3 kPa) est cinq a
dix fois plus faible que chez ’homme (= 10-14 kPa), mais il est remarquable de voir qu’il
existe une analogie entre les valeurs d’oxygénation dans nos cellules et tissus humains. En
effet, la pression partielle d’oxygene dans le milieu extracellulaire et les cellules des
mammiferes est toujours trés faible mais surtout demeure dans la méme gamme que celle du
sang artériel des animaux aquatiques (Fig. 1.18).

Le concept de maintien du milieu intérieur a des valeurs faibles et constantes présent
chez de nombreux animaux aquatiques ou aériens peut étre englobé sous le terme stratégie des
faibles oxygénations du milieu intérieur (Massabuau, 2001, 2003). Pourquoi ces faibles
valeurs d’oxygene ? 1l est sans doute possible de lier ces valeurs avec la toxicité cellulaire de
I’oxygene et la production de radicaux libres. Mais la stratégie des faibles oxygénations du
milieu intérieur peut étre également intégrée dans une perspective évolutive (cette stratégie a
pu exister depuis au moins 500-600 millions d’années, i.e. depuis le Cambrien ; Corbari et al.,
2004, 2005, Corbari 2004). En effet, les premicres cellules se seraient développées dans de
faibles conditions d’oxygénation. L’hypotheése est, qu’en parallele a ’augmentation de
I’oxygene sur terre (Fig. 1.18), les organismes se seraient complexifiés, développant ainsi des
structures spécialisées dans la respiration comme les branchies ou encore de systemes
circulatoires, pour maintenir ces faibles PO, originelles. Les faibles valeurs d’oxygénation du
milieu intérieur retrouvées dans les animaux actuels tant aquatiques qu’aériens sembleraient
donc étre une constante héritée du passé, lors de la mise en place des premiers mécanismes
cellulaires comprenant le métabolisme aérobie chez les eucaryotes. C’est dans le cadre de ce
concept original et global que nous avons abordé I’étude de la physiologie respiratoire de

Litopenaeus stylirostris.
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Figure 1.18: Relation de I’évolution de I’oxygene et de la vie animale sur Terre. Lorsque les
organismes unicellulaires sont apparus, la pression partielle d’O2 (PO,) dans 1’atmosphére
¢tait treés faible. Aujourd’hui, PO, dans le sang des animaux aquatiques et le tissu des
mammiferes est tout aussi faible (Massabuau 2001).
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1.7 REGULATION DU MILIEU INTERIEUR

I.7.1 Quelques rappels

Les échanges entre compartiments renfermant des solutions de concentrations
différentes se font suivant 3 mécanismes: diffusion, osmose et transport actif

La diffusion. Lorsque les compartiments sont séparés par une membrane perméable
aux solvants et aux solutés, les concentrations tendent a s'équilibrer par diffusion. Les
molécules de solvant passent du compartiment le moins concentré vers le plus concentré. Le
méme mécanisme (passif) de diffusion tend a faire passer les molécules ou ions du soluté
dans le sens inverse. Il s'agit d'un flux net résultant de I'agitation des particules qui se produit
dans les deux sens.

L'osmose. Lorsque la membrane séparant les 2 compartiments n'est pas perméable aux
solutés (membrane semi-perméable), un mécanisme passif provoque les flux net de solvant du
compartiment le moins concentré vers le plus concentré jusqu'a I'égalisation des 2
concentrations. On définit la pression osmotique (PO) comme la pression qu'il faudrait
exercer sur le compartiment le moins concentré pour empécher le passage du solvant vers les
compartiment le plus concentré :

(7) PO =R [T{C/M)

ou R, constante des gaz parfait ; T, la température ; C, la concentration du soluté (g~L'1)
et M, la masse moléculaire du soluté (g'mol™).

La pression osmotique dépend directement du nombre de particules en solution, ce sont
en particulier les ions qui interviennent dans la régulation des pressions osmotiques des
liquides biologiques. Dans le milieu marin, la PO est une fonction linéaire de la salinité.

Le transport actif. Dans le cas d’un transport actif les ions de la solution la moins
concentrée sont transportés vers la solution la plus concentrée, contre un gradient de
concentrations. Le mécanisme réclame une dépense énergétique qui peut étre apportée par

I'Adénosine tri-phosphate.

I.7.2 Types de régulation

L'eau de mer a 34 %o a une pression osmotique d'environ 1000 mosM-kg' dont

environ 440 mosM-kg 'proviennent des ions Na“ et 520 mosM-kg'des ions CI. Dans
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I'hémolymphe des crustacés, les ions chlore et sodium représentent 95 % de la PO et les
acides aminés 3-5 %. La pression osmotique du milieu environnant étant susceptible de
varier, il est donc nécessaire pour l'animal de réguler la PO de son milieu intérieur.

Cette régulation de la concentration du milieu intérieur ou hémolymphe peut étre
envisagée sur le plan écophysiologique (Charmantier 1979). Ainsi les crustacés marins qui
vivent au large dans des eaux dont la salinité est quasi-constante n'ont que trés peu de
probléme de régulation; leur hémolymphe est en générale iso-osmotique au milieu extérieur.
Au contraire, d'autres especes vivent dans des milieux dont la salinité est variable (estuaires,
lagunes, étangs cotiers...), ou effectuent des migrations entre des milieux de salinité
différentes. Ces espéces disposent en général de divers mécanismes impliquant des
modifications de la perméabilité branchiale a I'eau et aux ions, du taux urinaire et du transport
ionique actif pour permettre le maintien de I'équilibre hydrominéral d'un animal exposé a des

variations de salinité¢ du milieu (Thuet 1979).

Chez les crustacés (systéme circulatoire ouvert), I'organisme se compose
essentiellement de 2 compartiments : le milieu intracellulaire et le milieu extracellulaire
constitué essentiellement par I'hémolymphe. Le maintien du volume cellulaire donc de
'équilibre entre la pression osmotique intracellulaire et I'hémolymphe est une nécessité
fondamentale pour les organismes.

Il existe deux niveaux de régulation chez les crustacés aquatiques soumis a des

variations de salinité de leur environnement : extracellulaire (hémolymphe) et intracellulaire.

a Régulation extracellulaire

Lorsque les animaux sont capables de maintenir constante la PO de leur hémolymphe,
ce sont des régulateurs. Chez les crustacés il existe 4 modes de régulation extracellulaire :

- La régulation iso-osmotique : l'osmolarité¢ de 1'hémolymphe suit les variations de
salinité¢ du milieu extérieur. Ce mode de régulation concerne les animaux osmoconformes qui
sont le plus souvent des espéces strictement marines et ne subissent donc que peu ou pas de
variations de salinit¢ comme les langoustes (Jasus sp.), les tourteaux (Cancer sp.) et les
Oxyrhynques (Maia sp.).

- La régulation hyper-isoosmotique : la pression osmotique est maintenue au dessus de

celle du milieu a faible salinité et égale en milieu concentré. Les crustacés appartenant a ce
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groupe se rencontrent le plus souvent prés des cotes et dans les estuaires (Carcinus maenas,
Callinectes sapidus, Homarus gammarus...).
- La régulation hyper-hypoosmotique : les animaux hyper-régulent en milieu dilué et hypo-
régulent en milieu concentré. Ce mode de régulation est présent chez de nombreuses especes
cotieres, estuariennes ou lagunaires. Celles-ci peuvent étre sédentaires ou effectuer des
migrations entre milieux de salinité différentes (caridés, grapsidés, pénéides). Elles sont
considérées comme fortement régulatrices cependant l'intensité de la régulation en milieu trés
salé est variable selon les especes.

- La régulation hyperosmotique quelque soit la salinité de 1'eau est assez rare et parfois
la différence n'est que trés légere ce qui fait qualifier ces animaux de régulateurs hyper-
osmoconformes. Ce sont surtout des animaux de petites tailles comme les copépodes

(Acartia) et isopodes (Paragnathia).

Dans le cas des pénéides, la régulation osmotique est fonction du stade de
développement. Les larves sont hyperosmoconformes et les post-larves deviennent

progressivement hyper-hypoosmorégulatrices comme les adultes.

b Régulation iso-osmotique intracellulaire

Lorsque la PO de 1'hémolymphe évolue avec celle du milieu extérieur (animaux
conformeurs), la régulation doit se faire au niveau cellulaire par controle de 1'osmolarité du
liquide intracellulaire. La régulation iso-osmotique intracellulaire maintient la pression
osmotique intracellulaire proche de celle de I'hémolymphe par une variation de la
concentration des effecteurs osmotiques intracellulaires : acides aminés libres et ions

inorganiques (sodium et potassium).

I.7.3 Les mécanismes de l'osmorégulation

Les sites d'échanges d'eau et d'ions sont les branchies, les organes excréteurs et le tube
digestif. Les téguments sont trés peu perméables sauf pendant les quelques heures suivant la
mue. Chez les crustacés, les branchies jouent un role fondamental dans la régulation du milieu
intérieur, puisqu'elles constituent le site majeur des échanges d'eau et des transferts ioniques

entre I'animal et son milieu environnant (Krogh 1939 ; Robertson 1960 ; Péqueux ef al. 1988).
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En milieu hypotonique, I'animal est menacé d'une entrée massive d'eau et par une
perte d'ions. L'invasion d'eau peut étre compensée au niveau branchial par une diminution de
la perméabilité de diffusion et de la perméabilité ionique et donc une augmentation du
transport actif des ions (en particulier Na'). Au niveau des organes excréteurs, 1'exposition a
un milieu dessalé peut entrainer une augmentation du flux urinaire (avec perte d'ions
associés).

Lorsque la PO du milieu extérieur est forte et celle de 1'hémolymphe faible, la
tendance est une perte hydrique et un entrée d'ions. Les branchies sont alors le siége d'une
excrétion active d'ions.

Un contréle neuroendocrine de I’osmorégulation a d'autre part ét€¢ mis en évidence a
partir de I’étude du rdle des isoformes de 1’hormone hyperglycémiante des crustacés
(Crustacean Hyperglycemic Hormone, CHH) dans la régulation ionique et I’adaptation a la
salinité. Il a en effet été démontré que la CHH contenue dans la glande du sinus située dans
les pédoncules oculaires, stimule les processus osmorégulateurs chez un crabe et une

écrevisse (Spanings-Pierrot et al. 2000 ; Serrano et al. 2003).
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Département Aquaculture en Calédonie
IFREMER - DAC Koné '

Département Aquaculture en Calédonie
I r————
IFREMER - DAC Saint-Vincent

Figure II.1 : Carte de Nouvelle-Calédonie situant les implantations du Département aquacole

de Calédonie (Ifremer), les fermes aquacoles et les écloseries.
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I1.1 LLA STATION EXPERIMENTALE DE SAINT-VINCENT

L’ensemble des expériences présentées dans ce mémoire a été réalisé dans les

laboratoires du département IFREMER de Saint Vincent (DAC St Vincent) en Nouvelle
Calédonie. La délégation IFREMER est basée a Nouméa et ses installations expérimentales
(DAC/St Vincent, Département Aquacole de Calédonie) sont regroupées (figure II.1 et 11.2) a
75 Km au nord de Nouméa, sur la commune de Boulouparis. En service depuis 1970 le
DAC/St Vincent a contribué¢ au développement historique de 1'élevage de la crevette en
Nouvelle-Calédonie, en collaboration avec le Centre Océanologique du Pacifique (IFREMER,
Tahiti). Apres une premiere étape de mise au point des techniques d'élevage, puis une étape
de transfert au secteur privé, les activités ont récemment été réorientées pour offrir un soutien
scientifique a la forte croissance ces dernieres années de la filiere crevette en Nouvelle-
Calédonie. Les effectifs IFREMER ont ainsi été renforcés et les compétences en place
permettent maintenant d’aborder des sujets de recherches pluridisciplinaires.
Dans ce cadre le DAC/Saint-Vincent est en cours de réhabilitation et un second laboratoire
(DAC/Kone) est en fin de construction & Kone en Province Nord (fin des travaux 2°™
semestre 2005). Les deux laboratoires travaillent exclusivement sur la crevetticulture selon
deux axes complémentaires :

v' Le DAC/St Vincent se consacre a la recherche-développement défini par le
programme DESANS (DEfi SAnté Stylirostris), et s’intéresse aux causes et remedes a
apporter aux mortalités atypiques qui affectent les élevages en saison froide et en saison
chaude.

v Le laboratoire de Koné (DAC/Koné) est chargé du suivi technique et sanitaire de la
filiere crevette et du transfert a la profession des résultats issus des recherches réalisées a St

Vincent.

Parmi les infrastructures existantes au DAC/St Vincent (certaines destinées a étre agrandies
ou détruites pour étre remplacées) on notera particulierement :

v' Un batiment de pathologie expérimentale comprenant deux salles chacune équipée
de 16 bacs thermorégulés de 250 1 et une salle d’aquariums climatisée ; les effluents de ces
salles peuvent étre traités dans des cuves de récupération avant leur rejet a la mer dans le

cadre de leur utilisation en pathologie expérimentale.
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Figure I1.2 : Vue aérienne de la Station Ifremer de St Vincent (crédit photo, S. Dedecker).
Les laboratoires sont localisés en face des deux fleches. La photo du bas a été prise depuis le
point 1. Site 2, localisation du laboratoire de terrain utilisé au cours de nos expériences.
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v" Un laboratoire semi-humide comprenant une salle de prélévement et de traitement
d’échantillons et une salle d’analyses d’eau et de sédiment.

v" Des laboratoires d’analyse comprenant: un laboratoire-container aménagé pour
I’observation microscopique et des travaux de biologie moléculaire de base (PCR et gels
d’agarose) ; un laboratoire-container spécialement aménagé et équipé pour les études et
expérimentations sur la physiologie respiratoire de la crevette ; et un batiment préfabriqué de
70 m® totalement équipé comprenant un laboratoire de microbiologie, un laboratoire
d’analyses chimiques et biochimiques et les salles techniques annexes.

v Des installations de zootechnie expérimentale disposant : d’une zone expérimentale
extérieure sous ombrage avec 16 bacs de 1500 L et 32 bacs de 500 L ; d’une série de 15
bassins en terre de différentes superficies (500 m?* & 100000 m?) pour 1’élevage de géniteurs,
les expérimentations et les élevages de soutien aux programmes; et d’une écloserie

expérimentale (dont une salle de 32 bacs de 200 L pour I’¢élevage larvaire de pénéides).

La délégation et le DAC apportent également ses compétences et moyens a différentes
initiatives locales pour la diversification aquacole et le développement de coopérations
régionales (Australie et iles du Pacifique). L'I[FREMER contribue par différents moyens a
I'étude de I'environnement littoral et a 1'évaluation des ressources minérales potentielles de la

ZEE dans le cadre du programme ZONECO.

11.2 PECHE ET STABULATION DES ANIMAUX

11.2.1 Péche et transfert

Les animaux sont capturés dans le bassin a I’aide d’un épervier et transférés au
laboratoire dans des bailles en plastique de 50 1. La température de I’eau des bailles est
maintenue aux alentours de 20 °C quelle que soit la saison d’élevage. En été (Tw = 28-31°C)
elle est refroidie au moyen de poches plastiques remplies de glagons et en hiver (Tw = 19-21

°C) elle correspond a celle des bassins.

11.2.2 Bacs expérimentaux et conditions d'éclairement

La destination finale des animaux était fonction des objectifs de I’expérimentation. Les

animaux étaient mis soit dans des bacs expérimentaux en zone extérieure ou en salle, soit dans
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Figure I1.3 : Schéma d'un bac de maturation. 1, paroi en scobalite® ; 2, arrivée d'eau ; 3,
surverse fixant la hauteur d'eau ; 4, évacuation ; 5, réseau circulaire de tube PVC récupérant
l'eau filtrée ; 6, air-lift ; 7, couche inférieure de gravier ; 8, géotextile (bidim®) ; 9, couche

supérieure sableuse (auteur T. Pontiac).
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des bacs de maturation de 1’écloserie. Les bacs de maturations étaient plus particuliérement
destinés aux expérimentations avec les géniteurs ou nécessitant le chauffage et/ou la
modification de la salinité de 1’eau. Une fois mis dans les bacs, les animaux sont maintenus en
stabulation au minimum quatre jours avant les expérimentations. Ce délai permet d’éliminer

les animaux clairement affaiblis par la péche et le transfert.

a  Bacs expérimentaux

Les bacs expérimentaux extérieurs de la station de Saint-Vincent utilisés au cours de ce
travail sont de 2 types : (i) des bacs en béton (dimensions, 15 m’) ; (ii) des bacs circulaires en
polyester (diametre, 118.5 cm ; hauteur, 69 cm ; surface au fond, 92 cm? ; capacité 536 L).
Ces bacs, situés en zones extérieures, sont recouverts d’un toit ou d’une toile d’ombrage et
soumis a une photopériode naturelle, I’eau n’y est pas thermorégulée. La détermination du
temps réfractaire a été réalisée dans les bacs en fibre de verre (250 L) situés dans les salles
climatisées de pathologie expérimentale. Dans ces bacs, I'eau peut étre thermorégulée par des

¢changeurs thermiques.

b Bacs de maturation

Les bacs de maturation fabriqués en scobalite® (plaque de fibre de verre de 1 mm
d’épaisseur) sont de forme circulaire (Fig. 11.3). Deux tailles de bacs sont utilisées : les bacs
de 4 metres de diametre réservés au femelles et les bacs de 3 métres de diameétre réservés aux
males. Tous les bacs mesurent 1.25 m de haut et ont une profondeur d’eau de 50 cm. Le fond
du bac est constitu¢ d’une couche inférieure de gravier séparée par du Bidim® (géotextile)
d’une couche supérieure de sable. L’épaisseur totale du substrat est de 8-10 cm. Chaque bac
est alimenté en eau de mer par un tube PVC (4 cm de diametre) équipé d’une vanne. Le centre
de chaque bac est doté d’une évacuation sur laquelle est fixé verticalement un tube PVC (9
cm de diametre) qui fixe la hauteur de I’eau. Le renouvellement de I’eau est continu a raison
de 50 % et 100 % par jour pour les femelles et les males respectivement. Chaque bac est
également équipé d’un systeme d’air lift connecté a un réseau circulaire de tubes PVC enfoui
dans la couche inférieure du sédiment. Avec ce systeme, 1’eau du bac circule de haut vers le
bas a travers le fond de sable qui agit ainsi comme un filtre mécanique. Une aération
supplémentaire est apportée a chaque bac par deux diffuseurs d’air posés sur le fond alimentés
par de ’air surpressé. Le contrdle de la température est assuré par un thermostat (RENA®,
modele DPS2A) reliée a une résistance chauffante en verre (3000 watts) disposée dans chaque

bac.
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Figure I1.4 : Marquage en position médio-dorsale sur le dernier segment de 1'abdomen de L.

stylirostris.
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Dans la salle de maturation, la photopériode (jour/nuit: 14 h/10 h) est décalée des le
premier jour : allumage de spots lumineux au dessus des bacs a 19 h et arrét a 9 h. En milieu
naturel, les pontes ayant lieu la nuit, le décalage de photopériode permet d’observer les pontes

en début d’apres-midi.

11.2.3 Marquage des animaux

Les animaux suivis pour leur croissance ont ét¢ marqués individuellement. Le marquage
est réalisé apres la péche et le transfert des animaux en zone expérimentale au moment de leur
répartition dans les bacs expérimentaux. Il se fait au niveau de 1’abdomen par injection sous-
cuticulaire de 5-10 pL d’élastomere coloré (Norwest Marine Technology ; Fig. 11.4). Cinq
positions distinctes de ’abdomen peuvent étre ainsi marquées : 1 segment position latérale a
droite et a gauche, avant-dernier segment latéral droit et gauche et dernier segment en position
medio-dorsale. A ces 5 positions sont associées six couleurs d’élastomere (rouge, vert, jaune,
violet, rose et blanc) ce qui permet de reconnaitre jusqu’a 30 individus dans un lot en
expérimentation. Le grand avantage de cette technique est qu’une fois injecté 1’élastomere
présente une grande stabilité dans le temps et résiste en particulier aux mues successives des
crevettes en ¢levage (Godin et al. 1995). Dans le cadre du programme génétique du DAC, les
populations de crevettes marquées au stade juvéniles de poids moyen 1-2 g restent

identifiables jusqu'au stade géniteurs (apres 8 mois d'élevage).

11.2.4 Conditions de stabulation

a Renouvellement en eau de mer

Dans les bacs de maturation, dés lors qu’une eau dessalée devait étre maintenue, elle
n’était pas renouvelée et sa qualité était assurée par une simple filtration mécanique a travers
le double fond en sable. Autrement, quelque soit le systtme de bac considéré, le
renouvellement d'eau était effectué en circuit ouvert. L’eau de mer est pompée dans le lagon
(bassin de Saint Vincent), stockée dans une réserve située a 8 m en hauteur d'ou elle est
ensuite distribuée par gravité dans les bacs apreés passage dans un filtre a sable. Selon les
conditions expérimentales, le renouvellement en eau des bacs était compris entre 50 et 200 %
par jour. L’eau était oxygénée en continue par injection d’air surpressé. (PO, = 20-21 kPa,

Pco, = 0.1 kPa; pH = 7.76 + 0.05).
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Tableau II.1 : Composition de l'aliment expérimental fabriqué au laboratoire de Saint-

Vincent, Nouvelle-Calédonie.

Ingrédients %
Farine de poisson basse température® 30
Farine de soja® 20
Farine de bl¢® 37
Gluten 7
Huile de poisson 2
Huile de soja 2
Lécithine de soja'® 2
Prémix de vitamine pour crevette 0.05
Prémix de minéraux pour crevette' 0.1
Vitamine C (330mg C/kg) 0.04

@ Provenance Chili 4 base d'anchois et/ou maquereaux
®Tourteau de grains de soja décortiqué et déhuilé par solvant
© obtenu par broyage de blé entier pour alimentation animal.
@Ultralec® ADM lecithin, Decatur, IL, USA.

©premix fourni par la société SICA (Goodman Fielder)
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b Alimentation des animaux

Le régime alimentaire appliqué en phase de stabulation dépendait des expérimentations.
Pour les expérimentations réalisées avec les crevettes juvéniles et sub-adultes (poids frais = 5
a 20 g), les animaux ont été nourris d’aliment expérimental fabriqué au laboratoire ou
commercial (société SICA). La ration journaliére déterminée en fonction des restes observés
et de la saison variait de 3 a 5 % de la biomasse en ¢levage et était divisée en 2 repas égaux
distribués a 9 et 15 h.
Pour les expérimentations en relation avec la reproduction, les géniteurs étaient nourris a
raison de trois rations par jour (8h, 13h et 16h) des leur entrée en salle de maturation. Le taux
de nourrissage quotidien est fonction des restes observés et correspond en moyenne a 3% de
la biomasse d’un aliment commercial spécial géniteur et 9 % de la biomasse d’aliments frais

(moule, calamar haché).

¢ Aliment expérimental.

Un aliment expérimental (Tableau II.1) de référence pour le laboratoire est produit dans
I’atelier du DAC/St Vincent. Les ingrédients sont broyés a l'aide d'un broyeur de laboratoire
(Retsch®) avec une grille de 1 mm. Les farines obtenues sont mélangées a I'huile et I'eau (30
%) dans un mélangeur horizontal (Mainca®) jusqu’a atteindre une consistance permettant le
pressage. Le mélange est alors extrudé dans un hachoir a viande a travers une filiere de 3 mm.
Apreés séchage dans une étuve ventilée (Venticell® 222) jusqu’a atteindre une humidité
résiduelle inférieure a 10 %, I’aliment est cassé afin d’obtenir des granulés de 4-5 mm de
long. La quantité¢ fabriquée en une fois est calculée pour couvrir tout le besoin de

I’expérience, I’aliment est alors conservé a -20°C au congélateur.

I1.3 ANALYSES

Les analyses ont été réalisées en conditions de laboratoire et/ou en conditions de terrain.
Dans ce dernier cas un laboratoire était installé dans deux véhicules au bord du bassin comme
I’illustre les figures I1.5 A et B. Le sang des pénéidés coagulant souvent en quelques dizaines
de secondes, le travail sur le terrain nécessitait la présence d’un minimum de 4-5 personnes :
un pécheur, un aide et deux a trois personnes chargées des analyses. Ainsi, il était possible de
déterminer in-situ : le poids, le stade de mue, 1’osmolarité, la pression partielle d’oxygene et

le contenu en oxygene de I’hémolymphe. Tous les appareils le nécessitant étaient
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Figure IL.5 : Laboratoire de terrain mis en place sur les bassins du laboratoire de St Vincent.
La technique permet la détermination in-situ de 1’état d’oxygénation sanguin sur des
échantillons prélevés en 30-60 sec apres le coup d’épervier. A : vue générale du laboratoire de
campagne. B : détails : ler plan, mesure de la pression partielle d’Oz ; 2°™ plan, mesure de la
concentration totale d’O2 et mesure de 1’osmolarité. C; ponction cardiaque in-situ.

Ponction cardiaque

(sang artériel)

Ponction veineuse

(sang veineux)

Figure I1.6 : Prélévement artériel et veineux sur la crevette pénéidé Litopenaeus stylirostris.
L'échantillon veineux est prélevé dans le sinus infra-branchial ventral et le sang artériel est
ponctionné directement dans le cceur.
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thermostatés a la température de I’eau du bassin. Aprés prélevements du sang artériel et
veineux, immédiatement a la capture sur I’animal encore dans 1’épervier, les analyses étaient
effectuées dans les 1 a 3 minutes ; au dela de ce temps le sang des

L. stylirostris est trés systématiquement coagulé.

11.3.1 Détermination du stade de mue

La détermination du stade de mue est basée sur les travaux de Drach et Tchernigovtzeff
(1967). Elle consiste en 'observation, sous loupe binoculaire, de la base des soies des écailles
antennaires de la crevette. Seules les données des animaux en intermue sont retenues dans

l'analyse statistique finale.

11.3.2 Prélévements sanguins.

Le préléevement de sang artériel (100 a 150 pL) était réalisé a 1’aide d’un capillaire en
verre ¢€quip€é d’une aiguille hypodermique qui était introduite dans la cavité cardiaque
directement a travers la cuticule (Figs I1.5C et I1.6). Le sang artériel vient alors spontanément
et par a-coups dans le capillaire et I’observation de ces battements permet de vérifier I’origine
artérielle du sang ponctionné. La fiabilité de cette technique a été discutée par Forgue et al.
(1992) et Massabuau et Forgue (1996).

Le sang veineux (100 a 250 pL) est ponctionné au niveau du sinus infrabranchial (sang
prébranchial) a I’aide d’un cathéter en verre équipé d'une aiguille que 1’on introduit
ventralement en arriére du céphalothorax au niveau de la premicére paire de pléopodes.

Les animaux dans les bacs d’expériences étaient capturés individuellement a tour de réle
a l’aide d’une épuisette en dvitant de perturber et de stresser les autres individus. Les
prélevements étaient effectués sur I’animal dés sa sortie de I’eau : le sang artériel était obtenu
dans les 20-30 s suivant I'émersion et le sang veineux dans la premiére minute. Le
prélevement terminé, le capillaire était bouché et déposé sur la glace pour ralentir le
métabolisme et, autant que possible, les phénoménes de coagulation. Le début des analyses

était effectué dans la minute qui suivait.
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Tube support thermostaté Tube support thermostate

Figure I1.7 : Systéme de mesure de la pression partielle d’oxygene de I'hémolymphe contenu
dans des micro-capillaire (mc) en verre au moyen d’optodes Presens (op). A, vue latérale ; B,
vue ¥ supérieure.

110 ~

100 - y=6.9x+21.2
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40
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Quantité d'oxygéne, nmol.L™

Figure I1.8 : Exemple de courbe d’étalonnage réalisé avec une chambre de Tucker pour la
mesure de la concentration d’oxygene dans le sang de pénéidés.
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I1.3.3 Oxvygénation du sang

a  Pressions partielles d'oxygene (P0O,, kPa)

PO, artériel (P,0,) et veineux (P,0,) sont déterminés dans les 3 minutes qui suivent le
prélevement sur 100 uL d’échantillon. Deux techniques ont été utilisées. On a travaillé d’une
part avec des électrodes polarographiques a oxygene (Radiometer E5046) thermostatées a la
température des bacs d'expérimentation et équipées d'un fin capuchon permettant de réduire le
volume de mesure. L’¢lectrode était préalablement étalonnée avec (i) une solution PO, = 0
kPa obtenue avec un bullage d'azote a saturation et (ii) une solution équilibrée a l'air a PO, =
20.6-21.3 kPa selon la pression barométrique mesurée le jour des analyses. Comme
Massabuau et Forgue 1’ont démontré (1996), cet étalonnage qui renforce la qualité d’analyse
dans la gamme des basses PO,, n’exclut absolument pas I’obtention de fortes valeurs pour les
pressions sanguines.

La deuxiéme technique était basée sur ’utilisation d’optodes Presens. Le principe est
basé sur 1’utilisation d’une fibre optique en silicium, de 140 um de diametre, et dont la pointe
en verre est recouverte d’un luminophore (un complexe du Ruthenium) dont les propriétés
changent en fonction des conditions d’oxygénation. Le principe des mesures repose sur
I’extinction de la luminescence en présence d’oxygene. Dans un milieu contenant de 1’0, le
signal diminue, le transfert d’énergie s’effectue par collision, et aucune lumicre n’est émise.
L’extrémité de la fibre optique est protégée dans une seringue munie d’une aiguille dont le
diametre extérieur est de 400 um. Le dispositif est relié a un ordinateur, et un logiciel
spécifique permet le traitement du signal.

Dans le cas de prélevements réalisés dans des capillaires en verre, les optodes sont
insérées a I’intérieur du capillaire alors que celui est maintenu a la température du bassin d’ou
provient ’animal au moyen d’un dispositif thermostaté fabriqué au LEESA Arcachon (figure

I1.7). Le résultat de la mesure est obtenu en 10-20 sec.

b Concentrations sanguines en oxygéne (CO,, pmol L)

Les concentrations artérielle (C,0;) et veineuse (C,0;) en oxygene sont déterminées en
utilisant une chambre modifiée de Tucker (Tucker 1967) thermostatée a 30°C reliée a une
¢lectrode polarographique a oxygeéne (Radiometer E5046). Pour calibrer 1'électrode, nous
injectons des volumes variables (10 a 50 pL) d'eau distillée équilibrée a 1'air qui servent de

standards. Pour chaque volume injecté on calcule la quantité d’oxygene, exprimée en nmoles,
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Figure I1.9 : Respirometre a débit continu : Schéma de principe.

L’eau dans la chambre de mesure (V = 850 ml) est homogénéisée de telle sorte que les
caractéristiques physico-chimiques dans I’eau sortant du respirométre soient les mémes que
dans I’eau inspirée par la crevette. Pro,, pression partielle d’oxygeéne entrant dans le respirométre ;
Pg:0, , Po, dans I’eau sortant du respiromeétre (correspond a Pjo, dans 1’eau inspirée par I’animal) ;
Vwi, débit de I’eau a travers le respirométre ; Vw, débit de 1’eau a travers I’oxymétre. L’électrode

¢tait reliée a un systeme informatique d’enregistrement en continu de la valeur de Pos.
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introduite dans la chambre de mesure. Une droite de calibration, ou droite étalon, est ainsi
réalisée. Comme le montre la figure 1.8, le coefficient de corrélation est généralement
supérieur a 0.99. Les échantillons standards et les échantillons d'hémolymphe sont injectés
dans la chambre de mesure préalablement remplie de cyanure de potassium (6 g 1) dont le
role est de permettre le relargage de I’oxygene lié a la molécule d’hémocyanine (Bridges
1983). L'électrode a oxygene enregistre la différence de concentration consécutive a
l'introduction de 1'échantillon.

A la fin de chaque série de mesure, I’ensemble électrode polarographique et chambre de
mesure est soigneusement vidé et rincé de facon a éliminer toute trace de cyanure de
potassium du systéme. En effet le cyanure de potassium diffuse au travers des membranes des

électrodes et vient dénaturer cette dernic¢re en la rendant difficilement utilisable par la suite.

I1.3.4 Osmolarité

L’osmolarité des échantillons a été déterminée au moyen d’un osmometre Wescor 5520
a tension de vapeur. Elle est basée sur la détermination de l'abaissement de la tension de
vapeur d'une solution par rapport a celle du solvant.

L'échantillon de 10 pL déposé sur un filtre en papier (diamétre : 6.35 mm) est placé
dans une chambre étanche de l'appareil dont le plafond contient un microthermocouple. La
chambre est équilibrée a la température de référence : ambiante + 5 °C. Le thermocouple est
ensuite refroidi pendant quelques secondes par effet Peltier en dessous du point de rosée. Des
gouttelettes de condensation se forment et réchauffent la chambre jusqu'a équilibre a
température du point de rosée. La différence entre la température de référence et la
température d'équilibre est proportionnelle a la tension de vapeur de 1'échantillon. L'appareil
convertit cette mesure en mosM/kg qui est lue directement.

La capacité osmorégulatrice (CO) correspond a la différence entre la pression osmotique

de I’hémolymphe et celle du milieu d’élevage (Charmantier ef al. 1989).

11.4 CONSOMMATION D’OXYGENE.

Le schéma de principe du dispositif est présenté sur la figure I1.9. La consommation
d’oxygéne, M0, (umol.min™ kg™), était mesurée dans un respirométre en circuit ouvert de
850 mL de volume. La chambre et I'électrode étaient maintenues a la température étudiée (28

ou 20 °C). La chambre est alimentée en continue par une eau de mer saturée en oxygene par
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Figure I1.10 : Montage de la table anti-vibratoire sur laquelle repose le respirometre. Des
trous ont été percés dans le plancher du laboratoire-containeur pour que l'ensenble du
dispositif repose sur le sol sableux et soit isolé des vibrations engendrés par les déplacements

de I'expérimentateur dans la laboratoire.
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bullage d’air (PO, = 21 kPa). Un systéme de vannes commandées a distance permettait de
mesurer successivement la valeur de PO, de 1’eau entrant ou sortant de la chambre du
respirometre et ainsi d’effectuer un étalonnage journalier de 1’électrode. Une hélice (@ 55
mm, vitesse de rotation 1 tour.sec™') assurait une homogénéisation au sein du respirométre de
telle sorte que les caractéristiques physico-chimiques de 1’eau sortant de la chambre soient les
mémes que celles de 1’eau ventilée par ’animal. En particulier, la valeur de Po, de I’eau
sortante, PrO, est identique a la valeur inspirée par I’animal, P0,. Ces valeurs étaient
mesurées en continu par une électrode polarographique a oxygeéne placée en série entre la
chambre et la pompe assurant le renouvellement de I’eau dans la chambre. Cette électrode
¢tait reliée a un systéme informatique permettant 1’enregistrement en continu de la valeur de
Po, par le logiciel SHRIMP (développé par Gaél Guillou et Hervé Chartois du CREMA
I’Houmeau). La valeur de PO, inspirée était maintenue dans une gamme 15-18 kPa
indépendamment des changements de M0, induit par les conditions expérimentales.

La consommation d’oxygene était calculée en appliquant le principe de Fick a 1’état

stationnaire :
(8) M 02 = (Vw+Vwy) 0, - (Pro,— PE0,)

ol MO, est la consommation d’O, exprimé en umol[fhin'l[lig'1 ; Vwy, le débit de
renouvellement de 1’eau au travers de la chambre a métabolisme ; Vw,, le débit de pompage
de I’eau, prélevée dans la chambre a métabolisme, et destinée a la mesure en continu de la
pression partielle d’oxygéne dans la chambre, inspirée par 1’animal (exprimé en mLI[hin™) ;

0o, , la solubilité d’oxygene dans I’eau, exprimée en umoldL'®Pa™ ; Pro, , la pression

partielle d’oxygeéne dans 1’eau entrant dans la chambre a métabolisme ; PE'o,, la pression

partielle d’oxygene dans 1’eau quittant dans la chambre a métabolisme

Le bac contenant le respirométre était placé sur une table anti-vibratoire afin de
minimiser les stimulations occasionnées par 1'expérimentateur (Figure I1.10). Pour optimiser
le dispositif, quatre trous avaient été percés dans le plancher du laboratoire-container. Le but
¢tait que 1’ensemble du dispositif repose sur le sol sableux et que les vibrations provoquées
par les déplacements dans le conteneur ne soient pas pergues par les animaux en expérience.
Pour observer le comportement des animaux sans les perturber par une présence visible
directe deux miroirs étaient disposé€s a 45 °C au niveau des 2 parois latérales opposées au

respirometre en plexiglas. Un cache noir, disposé entre I’animal et 1’expérimentateur, isolait
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Figure I1.11 : Principe de détermination du temps réfractaire entre 2 repas maximisés.

A, Principe général ; B, Protocole mis en ceuvre pour L. stylirostris.
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I’animal des perturbations visuelles. L’ensemble de ce montage expérimental permet de
maintenir les animaux isolés au sein méme du laboratoire et ainsi obtenir des enregistrements
de MO, représentatifs.

Pour la détermination du métabolisme post-prandial, un orifice sur le couvercle, fermé a
l'aide d’un bouchon en caoutchouc Prolabo, permet l'introduction du granulé expérimental
dans la boite a métabolisme sans interrompre l'enregistrement et sans manipuler l'animal.
Apres installation dans le respiromeétre, le suivi est d’abord réalisé sur une période de 24 h au
minimum afin de déterminer le métabolisme de repos pré-prandial. Le granulé expérimental
de poids connu est alors introduit et l'analyse est ainsi poursuivie sans interruption jusqu'au
retour a la consommation de référence. Le temps ty est défini comme étant le moment ou
I’animal débute sa prise alimentaire. Il était déterminé par observation visuelle, animal par

animal.

I1.5 FREQUENCE ALIMENTAIRE ET TEMPS REFRACTAIRES ENTRE 2 REPAS

MAXIMISES

Afin de mieux caractériser les fréquences de prise alimentaire nous avons imaginé la
notion de temps réfractaire entre 2 repas aprés une période de stimulation par un jeline
modéré. C’est un index que nous avons mis au point pour les crustacés au LEESA a Arcachon
a la suite des travaux de Legeay et Massabuau (1999), Clemens et al. (1998) et Mente et al.
(2003), lors de mon stage de DES en 2002. Nous avons défini le temps réfractaire comme
étant le temps nécessaire a un animal aquatique, qui vient de terminer un repas complet (le 1

suivant une période de jeline), pour récupérer son appétit maximum.

L’expérience consistait a comparer la quantité de nourriture prise par des animaux au
cours de 2 repas séparés par des périodes variables : 2, 4, 6, 8, 24, 32, 48 et 72 h. Dans le cas
de L. stylirostris, une période de jetine de 3 jours précédait systématiquement le premier repas
(Fig. IL.L11A). L’analyse consistait a déterminer, dans ces conditions expérimentales, au bout
de quelle période (appelée période réfractaire), ’animal reprend un second repas identique au
premier.

Les animaux (poids moyen = 13.3 + 0.2 g) étaient péchés a 1’épervier et transférés au

laboratoire six jours avant le début d’une expérimentation a Jy (Fig. I1.11B). Au laboratoire,



92



Chapitre 11 : Matériel et Méthodes 93

les crevettes étaient mises en stabulation dans un bassin en béton de 15 m® pendant un
minimum de 3 jours avant le transfert des animaux en salle expérimentale (J4), ce délai permet
d’éliminer les animaux clairement affaiblis par la péche et le transfert. Aprés la phase de
stabulation, les crevettes étaient transférées et réparties dans les bacs expérimentaux de 250 L
a raison de 30 animaux par bac (350-400g de crevette suivant leur taille). Les bacs étaient
alimentés par de 1I’eau pompée dans la baie de St Vincent et filtrée a 1’aide d’un filtre a sable.
Un bullage permanent homogénéisait le milieu et le maintenait en normoxie (21kPa). La
thermorégulation de 1’eau des bacs était assurée par des échangeurs thermiques. Deux lots
d’animaux ont ainsi été constitués, 1’un maintenu a 20 °C et I’autre a 28 °C.

Apres un jour de jetine (Js), 12 crevettes en stade C/Dy de chaque traitement étaient
sélectionnées et transférées dans des bacs compartimentés maintenus a la méme température
que le bac d’origine, chaque animal étant isolé dans un panier (@ = 20 cm, H = 50 cm) et
chaque bac recevait 6 paniers. Les crevettes étaient maintenues ainsi isolées pour leur
troisieéme jour de jelne.

Un jour apres le transfert en panier, une quantité standard d’aliment (4 a 5 % du poids
moyen des crevettes) était distribuée a chaque animal en deux temps, ty et to+30 min. Cette
partition de la ration permet d’éviter une diminution de la prise alimentaire simplement
causée par une perte de l'appétence des granulés suite a une immersion de 30 minutes.
L’aliment non consomm¢é était récupéré 1 h 30 apres le début de chaque repas, séché 24 h a
65 °C et finalement pesé pour déterminer la quantité ingérée. Le deuxiéme repas était ensuite
distribué de la méme facon 2, 4, 6, 8, 24, 32, 48 et 72 h apres le premier repas. L'évolution du
rapport quantité ingérée au deuxieme repas sur a celle ingérée au premier repas (en %) en
fonction du temps espagant les deux repas permet de déterminer le temps réfractaire.

En fin d’expérience, le stade de mue était vérifié et les poids frais et secs des crevettes

déterminés apres étuvage pendant 24 h a 85 °C.

I1.6 EXPERIMENTATIONS

11.6.1 Etude de la croissance de L. stylirostris en fonction de la ration.

Dans la perspective d’une optimisation de la consommation et de [’utilisation de
I’aliment en élevage, un réel besoin existe de disposer d’un outil de gestion d’apport de
I’aliment pour étudier 1’effet des facteurs de I’environnement sur la croissance de la crevette.

C’est cet outil de gestion que nous avons cherché a développer dans cette étude, en appliquant
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a L .stylirostris, la méthodologie mise au point chez les poissons qui étudie la croissance de

I’animal a différentes rations (Brett 1979).

Les crevettes provenant du bassin sont réparties dans les bacs expérimentaux (500 L) a
raison de 15 ou 30 individus par bac (209.0 + 4.5 g.m™) selon la classe de taille (juvéniles ou
sub-adultes). Au moment de la répartition, chaque crevette a été sexée, pesée et marquée
individuellement (cf. 1.2.2). En fin d’expérience, soit en moyenne apres 3 semaines d'élevage,
le poids final des animaux a été déterminé. Des travaux préliminaires (non publiés) réalisés
avec des animaux de 5 a 20 g, en saison froide et en saison chaude, avaient montré que 20
jours d’élevage permettait un minimum de 7 % et un maximum de 60 % de gain de poids.

Suivant 1’expérience, de trois a cinq rations calculées sur la base d’un aliment sec, ont
été étudices. En plus de ces rations, un lot témoin était constitué d’animaux maintenus a jeun.
La ration distribuée (Rq) exprimée en pourcentage du poids initial par jour (%BWi.j™") est
définie de la fagon suivante :

(9)R, = (FW/BW,)x100

ou FW = poids sec de I’aliment (g) ; BW; = poids frais initial moyen des crevettes (g).

La ration journaliere était distribuée en deux repas identiques a 9 et 15 h. Le suivi de la

mortalité permettait de réajuster quotidiennement la quantité.

Le taux journalier d’exuviation (de mues) a pu €tre suivi uniquement chez les crevettes
sub-adultes. Les exuvies, notamment la partie du céphalothorax, étaient alors suffisamment

€paisses pour ne pas étre totalement consommeées par les crevettes.

Définition des rations.

La relation qui lie la croissance spécifique (SGR, %) de la crevette a la ration (Rd, %)
est représentée par la courbe croissance-ration a partir de laquelle il est possible de déterminer
trois rations caractéristiques (Brett 1979): (i) la ration d'entretien (Rgm) pour laquelle la
croissance est nulle; (i1) la ration maximale (Rqmax) donnant une croissance maximale et (ii1)
la ration optimale (Rgjopt) correspondant au meilleur rapport de la croissance sur ration

distribuée.
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La Ration ingérée, RS,, est la fraction de la ration distribuée qui est réellement ingérée
par I'animal. Elle est définie de la facon suivante :
(10) RS, =RS, - (TmxL)
ou RS4 = poids de la ration distribuée (g) ; Tm = durée du repas (mn) ; L = taux de lessivage
de l’aliment (g.mn™).
La durée du repas est calculée de la fagon suivante :
(11) Tm =FR xRS,
oul FR représente la vitesse de consommation de I’aliment (g.mn™).
La vitesse de consommation (FR) et le Leaching (L) ont été déterminés a différentes
températures dans une étude préalable non publiée. Ces deux parametres évoluent dans le
temps suivant une fonction de type hyperbolique. Au cours de nos études, les vitesses de
consommation ont été estimées : (i) en été, a 0.3 et 0.9 g.min™ pour des rations ingérées de
0.5 et 1 %BW; respectivement et (ii) en hiver, 2 0.1 et 0.5 g.min™' pour des rations de 0.2 et 0.7
%BW,.
Le lessivage du granulé a été estimé a 5 % et 12 % respectivement apres 10 et 30 min
d'immersion. La température a peu d'influence sur le lessivage de I'aliment pour les durées

d'immersion considérées.

La croissance spécifique, SGr, est définie comme le ratio de la vitesse de croissance
(Growth rate, Gr) sur le poids initial de 'animal
(12) Gr= (BW, -BW,)/d
(13) SGr = (Gr/BW, )x100
ou BW; = poids frais final de I’animal ; BWW; = poids frais initial de I’animal ; d = nombre de

jour d’élevage.

Rétention énergétique et Energie d'entretien. Le bilan énergétique de la crevette pour
une période donnée est décrit par 1’équation suivante (Cuzon et Guillaume 1997 ; Sumule ef
al. 2003) :

(14) GE, =F+M+U+Ev+G
ou : GE,, I’énergie brute ingérée ; F, I’énergie perdue par les feces ; M, 1’énergie utilisée pour
le métabolisme ; U, 1’énergie perdue par I’excrétion ; Ev, I’énergie utilisée a la mue et G,

I’énergie retenue pour la croissance ou rétention énergétique.
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Tableau I1.2 : Composition chimique, énergie brute (GE) et digestible (DE) de I'aliment

commercial (SICA Cie) et expérimental (Laboratoire Saint-Vincent).

Aliment Expérimental Commercial
n  Mean Std.Err. n Mean  Std.Err.

Protéine ® (%) 5 438 0.2 36 432 0.2
Matiére grasse™ (%) 5  10.0 0.3 25 7.1 0.2
Fibre (%) 5 20 0.3 35 3.8 0.1
Cendre® (%) 5 69 0.1 36 12.6 0.2
GE® (kcal.kg™) 4502 4172

DE® (kcal.kg™) 3364 3047

@ dosage selon norme ISO5983
® dosage selon norme NF V18-117/B
© dosage selon norme NF V03-040

@ dosage selon norme NF V18-101

© correspond a la somme des énergies brutes de chaque ingrédient

® correspond 4 la somme des énergies digestibles de chaque ingrédient
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M comprend 1'énergie du métabolisme de 1’animal au repos, du métabolisme postprandial et
du métabolisme de 1’animal en activité.

L’énergie brute (GE) d'un aliment est calculée sur la base des valeurs de combustion des
ingrédients (INRA, 1989 ; Tab. I1.2). Une partie de 1'aliment ingéré est éliminée dans les

feces, 1'énergie assimilée par 1'animal correspond a I'énergie digestible, DE :

(15) DE, =M +U +Ev+G

L’énergie digestible (DE) de 1’aliment (Tab. 11.2) est la somme des énergies
digestibles de chaque ingrédient. L’énergie digestible de 1’ingrédient est calculée en
appliquant le coefficient de digestibilité apparente pour 1’énergie (AED) déterminé pour
Penaeus setiferus (Brunson et al. 1997). Pour les huiles nous avons appliqué un coefficient
moyen de digestibilit¢ de 80 % issue de la littérature (P. monodon, Catacutan 1991 ;
Glencross et al. 2002 ; L. vannamei, Lin et al. 2004)

Au cours de nos études, nous déterminons exclusivement :

v' L’énergie digestible d'entretien, DE.m, correspondant a I’énergie digestible de la
ration d'entretien ingérée (R.m)

(16) DEzm = M+U+Ev

v La rétention énergétique qui correspond a 1’énergie digestible de la ration ingérée
destinée a la croissance (G):
(17) SFGx = Gx = DEx — DE.m

ou DE.x, représente I'énergie digestible de 1'aliment ingéré.

11.6.2 Etude de I'effet de la péche sur la physiologie de L. stylirostris.

Nous nous sommes attachés dans cette étude a suivre dans le temps les déréglements
physiologiques et les réponses adaptatives de la crevette au stress de manipulation au cours et
apres sa capture et de son transfert au laboratoire. Ce protocole a été choisi sur la base de
travaux réalisés avec C. maenas dans le bassin d’ Arcachon (Massabuau et Forgue, 1996) et L.

stylirostris a Tahiti (Lignot, 1995).
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Figure I1.12 : Etude du stress de manipulation au cours de la péche et du transfert des
crevettes L. stylirostris. Les crevettes sont péchées dans un bassin d'élevage (A) proche du
laboratoire (étoile) a laide d'un épervier (B), ramenées sur les berges du bassin (C) puis
transférés dans des bailles préalablement remplies d'eau de mer du bassin (D). Elles sont
ensuite transportées, en quelques minutes, vers les bassins expérimentaux situés a 150-200 m

dans la salle expérimentale (étoile).
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L’expérience a consisté a pécher, en saison hivernale (T = 20-22°C) et estivale (T =
28°C), des crevettes en bassin d’élevage au moyen d’un épervier (durée de la péche, 5 min) et
a les transporter dans des bailles de 40 1 d’eau de mer (température du bassin) jusqu’aux bacs
de la zone expérimentale (durée du transfert, 5 min) (Fig. I1.12). Les animaux (poids frais
moyen, 38.5 + 0,6 g) ont été ainsi transférés dans un bassin en béton sans thermorégulation et
alimenté en circuit ouvert avec de 1’eau de mer (35 %o) puisée dans la baie de St Vincent.
L’oxygénation (en normoxie, 21 kPa) et ’homogénéisation étaient assurées par un bullage
permanent.

L’état physiologique des animaux a été suivi pendant 2 jours (été) et 7 jours (hiver)
apres le transfert. La caractérisation de I'état des animaux dans le bassin a t0 a été réalisée par
des mesures faites directement sur les animaux a l'arrivée de 1’épervier sur la berge du bassin
ce qui est représentatif de 1’état physiologique de la crevette dans le bassin d’élevage. La
caractérisation de 1’état physiologique repose sur le stade de mue de 1’animal, la pression
osmotique de ’hémolymphe, la concentration et la pression partielle d’oxygeéne dans le sang

artériel et veineux.

11.7 STATISTIQUES.

Les données sont présentées sous forme de valeurs individuelles dans des histogrammes
de fréquence et/ou valeurs moyennes + 1 erreur standard (SE). Les analyses statistiques ont
¢té réalisées a 1’aide du logiciel Statview® V5 (SAS Institute Inc.). Les survies selon le
traitement ont été comparées par le test du x> L’effet des facteurs et traitements
expérimentaux a été¢ évalué en utilisant 1’analyse de variance (ANOVA), le test PLSD de
Fisher et le test de Student (simple ou apparié). Avant analyse, les données en pourcentage
ont été transformées par les fonctions racine carrée et ArcSin. Une différence significative est
admise pour p < 0.05. Les déterminations graphiques ont été effectuées en utilisant le logiciel

Sigmaplot® V8 (SPSS Inc.).
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CARACTERISATION DU METABOLISME AEROBIE

ET DES BESOINS NUTRITIFS EN FONCTION DE LA

TEMPERATURE ET DE LA SAISON.
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INTRODUCTION

Comme nous 1’avons rappelé dans I’introduction, les crevettes pénéidés ont été
sélectionnées pour €tre cultivées dans des €levages intensifs du fait de leur croissance rapide.
En fait, la crevette Litopenaeus stylirostris, espéce €levée en Nouvelle Calédonie, fait partie
des 3-4 especes les plus performantes en terme de croissance. Un probléme, qui est peut étre
un corollaire, est qu’a certaines périodes de 1’année, ce sont aussi des animaux qui se révelent
excessivement fragiles. Dans les élevages calédoniens, en saison froide se développe un
syndrome de mortalité¢ spécifique nommé « Syndrome 93 ». C’est dans le but de mieux
caractériser les changements physiologiques qui caractérisent les animaux a cette époque, et
pour mieux comprendre les mécanismes qui pourraient faciliter le développement de ces
mortalités, que nous avons développé les travaux présentés dans ce chapitre.

En fait, comme nous I’avons vu, peu de choses sont connues dans la littérature en ce
qui concerne leur niveau métabolique et leurs besoins nutritifs en conditions réelles d’élevage.
Les données de niveau métabolique correspondent principalement a des mesures sur des post-
larves et des petits juvéniles a I’exception de celle de Spanopoulos-Hernandez et al. (2005).

De la méme maniere, en ce qui concerne les apports nutritifs, les recherches omettent
le plus souvent I’effet des conditions d’élevage et de 1’age de 1’animal sur sa consommation et
ses besoins nutritionnels et énergétiques.

Pour mieux définir les besoins de 1’animal nous avons abordé une étude fondamentale
en deux étapes. D’une part nous avons estimé son métabolisme basal et postprandial par la
détermination directe de sa consommation d’oxygeéne a deux températures, 20 et 28°C.
D’autre part nous avons évalué¢ indirectement ce besoin métabolique et I’énergie nécessaire
pour la croissance par une analyse de la prise alimentaire a différentes rations en hiver (20-22
°C) et en été (28 °C)'.

Une autre question abordée est celle de la fréquence des prises alimentaires en
fonction de la température d’élevage et de I’importance des lipides (en particulier des acides

gras poly-insaturés) dans 1’aliment. Pour rappel, nous avons défini dans les Matériels et

" 11 faut noter que notre angle d’approche n’a pas seulement consisté a travailler a deux températures différentes
a un moment donné de 1’année, comme c’est souvent le cas dans la littérature. Au contraire, nous avons choisi de
travailler en été et en hiver, pour respecter le rythme biologique circannuel des animaux et pouvoir les étudier
dans des conditions écologiquement réalistes. Cette précision est fondamentale pour la comparaison avec un
certain nombre de travaux publiés dans la littérature spécialisée.
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Méthodes, la période réfractaire comme étant le temps minimum nécessaire & un animal qui
vient de terminer un repas complet, pour reprendre un second repas identique au premier.
Toutes ces études ont été réalisées chez des animaux de taille comprise entre 8 g et 16 g en

bacs expérimentaux c’est a dire dans des conditions simplifiées mais controlées.
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Figure II1.1 : Evolution de la consommation d'oxygene de Litopenaeus stylirostris apres prise
de nourriture équivalente a 20 et 28°C. Les fléches indiquent le moment ou la valeur de
consommation d’O, post-prandial n’est plus significativement différente de la référence.

MO, pré- Pic post- Plateau post-
prandiale prandiale prandiale
20C
MO, (umol.min™.kg™) 85.2+3.1 220 +15.5 164.6 + 18.2
MO, (kJ.kg™.24h™) 54.3+2.0 140.4+9.9 105.0 +11.6
28C
MO, (umol.min®.kg?)  182.1+12.1 491.5+155 327.9+18.2
MO, (kJ.kg™.24h™) 116.1+7.7 313.5+19.9 209.1 +8.5

Tableau III.1 : Principales valeurs de consommation d'oxygéne exprimées en pmol.min™ kg
et en kJ.kg™'.24h™" avant et aprés prise de nourriture.
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Mesures de consommation d’oxygéne pré- et post-prandial en conditions

estivale (Tw = 28 °C) et hivernale (Tw = 20 °C).

Le but de ces mesures était d’obtenir un premier niveau d’analyse pour comparer les
besoins énergétiques des crevettes en été et en hiver. Nous voulions également pouvoir
comparer les efficacités d’assimilation pour des quantités équivalentes d’aliment ingéré.

Pour faciliter ces comparaisons, les mesures ont donc €té réalisées d’une part chez
des animaux d’un poids homogene pesant 11.1 £ 1.2 g (animaux d’été, 10.6 £ 0.7 g, n=9;
animaux d’hiver, 11.9 = 1.5 g, n = 8 ; non significativement différent, p = 0.38) et d’autre
part, en leur donnant des rations comparables. En été et en hiver, nous leur avons donné le
méme aliment expérimental dont la composition est décrite dans le chapitre 2. Un granulé
¢tait donné par animal directement dans la chambre a métabolisme a raison d’un poids de 0.16
+0.02 gen hiver et 0.19 + 0.02 g en été (non significativement différent, p = 0.19).

Il faut tout d’abord noter que le comportement alimentaire des crevettes dtait
totalement différent devant le granulé entre les deux saisons. En été I’animal saisissait
immédiatement le granulé pour I’ingérer avec avidité (to pour nos enregistrements). Dés qu’il
’avait senti dans le respirometre, il se précipitait dessus avant de redevenir calme une fois
I’ingestion terminée. Au contraire, en hiver la prise du granulé était beaucoup plus lente. La
crevette pouvait méme parfois attendre plusieurs heures (maximum 3 h) avant d’ingurgiter
I’aliment.

Les résultats des mesures sont présentés sur la figure III.1 et dans le tableau III.1
(avec leur équivalence en joules). Il faut tout d’abord remarquer la différence de niveau
métabolique de repos en condition pré-prandiale. A 20 °C en hiver, la valeur de la
consommation d'O; est de 85.2 £ 3.1 umol/min/kg alors qu’a 28 °C en été, elle double pour
atteindre 182 * 12.1 pmol/min/kg (significativement différent, p < 0.001). L’évolution du
métabolisme apres la prise alimentaire est également particulierement différent. A 28 °C, on
observe un pic métabolique (premier pic d’extra chaleur, ou SDA pour Specific Dynamic
Action) atteignant pratiquement 500 pmol/min/kg alors qu’en hiver la stimulation du
métabolisme, pour la méme quantité d’aliment ingéré, dépasse a peine 200 pmol/min/kg.
Finalement, tout aussi frappant est la durée de I’ensemble du pic d’extra chaleur puisqu’a
28 °C il se prolonge pendant 26 h alors qu’a 20 °C, la consommation d’oxygene retrouve sa

valeur de référence apres 12 h. Il faut noter également qu’a 28 °C, on retrouve le plateau qui
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avait été décrit dans le cas d’une prise alimentaire chez le crabe vert Carcinus maenas a 15 °C
(Mente et al. 2003).

Cette premicre série de mesure montre donc la différence d’efficacité du méme
aliment, donné en méme quantité¢, d’'une part aux alentours de I’optimum thermique de
I’espece et d’autre part a sa limite basse. Cette différence peut étre clairement qualifiée
d’extréme.

Pour compléter cette analyse nous avons ensuite étudi¢ les rapports croissance — ration

¢galement en conditions expérimentales simplifiées mais contrlées.
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Growth:Ration relationships in the shrimp Litopenaeus stylirostris: effect of

size and rearing season on maintenance energy and scope-for-growth.

Nelly WABETE"®, Liet CHIM'"), Pierrette LEMAIRE'", Jean-Charles MASSABUAU".

(2006) Aquaculture, Soumis

M IFREMER, Département d’ Aquaculture de Nouvelle-Calédonie, B.P. 2059,
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Abstract

The effect of ration on individual growth in Litopenaeus stylirostris was studied for
different animal sizes and in different rearing seasons. The growth and rations relation and it’s
derivative the relationship between Gross growth efficiency (K) and rations are described by
the Growth-Ration (GR) and K-Ration (KR) curves respectively. Based on these curves, the
maintenance, optimum and maximum rations as well as the maximum value of K (Kmax)
were determined graphically. From these rations were deduced the digestible energy
requirement for maintenance (DE.m) and for optimum growth or “scope-for-growth” (Gopt)
giving the equation: DE.opt = DE.m+Gopt, where DEx is dietary digestible energy intake at
the optimum ration.

DE.m accounts for between 23 and 34% and Gopt between 38 and 52% of dietary gross
energy (GE) intake. This energy distribution depends on the life stage of the animals and the
rearing season.

Digestible Energy channelled to growth is 173kJ.day”’.kg" in sub-adult shrimps (BW
=16.93 + 0.36 g) and 234kJ.day” kg™ in juveniles shrimp (BW = 7.95 + 0.44g). Meanwhile
specific growth rate (SGR,% initial body weight.day) is 2 times lower in sub-adult animals.
Digestible energy requirement per unit weight gain (g) is 23 kJ .day for sub-adults and 14.9
kJ.day™ for juveniles. This lower energy yield for the sub-adult shrimp led to a smaller Kmax
(20.3 £ 0.8%) compared with juveniles (43.5 = 3.1%). DE.m does not appear to be affected
by the size of the shrimp.

Rearing season has a considerable effect on shrimp growth and appetite. In summer
(27.2 £ 0.62°C), growth and food intake increase by 57% and 50% respectively compared
with winter (22.19 £+ 0.13°C). Similarly, scope for growth is 61% higher in the warm season
(199.6 kJ.day™" kg') than in winter (122 kJ.day" kg"). Maximum gross growth efficiency is
not much affected by season (Kmax = 26%) mainly due to a parallel evolution in growth rate
and food intake. DE.m, on the other hand, is 2.5 times higher in summer (133.5 kJ. day™ kg™)
than in winter (53.5 kJ. day™ kg™).

The growth-ration relationship applied to shrimp individually tagged L. stylirostris
appears to be very suitable for shrimp nutrition studies under practical rearing conditions.
This methodological tool is particularly accurate since the metabolic requirements estimated
indirectly from food intake and growth in this study is similar to its estimation from oxygen

consumption.
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Table 1: Ingredient composition of shrimp feed produced in IFREMER/Saint-Vincent

laboratory.

Ingredients %
LT fish meal® 30
Soybean meal® 20
Wheat meal 37
Wheat gluten 7
Fish oil 2
Soy oil 2
Soy lecithin'® 2
Shrimp vitamin premix® 0.05
Shrimp trace mineral premix"” 0.1
Stay C (330mg C/kg) 0.04

@Chilean low temperature fishmeal from anchovy or Jack mackerel
®Dehulled soybean meal solvent extracted

©Whole wheat grain for animal feed

@Ultralec® lecithin from ADM lecithin, Decatur, IL, USA.
©Vitamin Premix from SICA Cie (Goodman Fielder)

OMineral premix from SICA Cie (Goodman Fielder)
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1. Introduction

According to Rosenberry (2004), shrimp aquaculture production totalled 2 millions
metric tons (mt) in 2004 and equalled the total world shrimp fishery landings. Shrimp farming
requires a considerable input of fertilisers and feed. In 1993, Chamberlain estimated that 75 to
80% of shrimps were fed with dry feed with a feed conversion ratio of between 1.7 and 1.8. If
we apply these figures to current world production, the volume of dry feed consumed would
be between 2.5 and 3 mt.

Despite this economic importance, little or no information exists concerning shrimp
dietary nutrient requirements under practical earthen—ponds farming conditions. Indeed,
virtually all published information on crustaceans’ nutrition derives from fairly well
controlled, indoor, laboratory conditions (Tacon, 1996). More often these data ignore the
action of environmental factors, such as seasonal temperature variations (Wyban et al., 1995),
feeding practices and the nutrients supplied by pond endogenously produced natural food
organisms (Tacon, 2002). For instance, in New Caledonia, shrimps were fed the same
commercial feed, which has been developed under laboratory conditions at 26 and 28°C,
indiscriminately in summer (28°C) and in winter (20°C). No account was taken of the
changes in feeding behaviour and nutritional requirements of the animal according to season
(Chim et al., 2004).

Finally, studies rarely take into account the life stage of the shrimps which can
considerably influence their nutrition (Lee et al., 1984; Nunez and Parsons, 2000; Kureshy
and Davis, 2002; Gamboa-Delgado et al., 2003).

By using food that is not properly adapted to the rearing conditions and/or to the
animals’s life stage, may prevent shrimp maximum growth and increase waste production in
the pond. Indeed, the food is the main source of waste matter either directly in the form of
leached pellets, facces and excretion or indirectely through eutrophisation of the pond water
(Funge-Smith and Briggs, 1998; Tacon and Forster, 2003).

Therefore, there is a real need for a suitable methodological tool to study the action of
environmental factors on shrimp nutrition and growth in order to optimise food consumption
and efficiency under practical rearing conditions. It is such a tool that we have sought to
develop in this study. We applied to L. stylirostris a methodology perfected on fish which
examines the effect of ration size on growth (Brett, 1979). The accuracy of the method for
shrimp was assessed by comparing juvenile and sub-adult animals, males and females and

two rearing seasons.
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Table 2: Experimental design of the two trials: total number of tanks, shrimps and
corresponding biomass ((number of shrimps x mean weight)/ tanks area (m?)) for each ration
studied.

TRIAL1

Sub-adults Juveniles

Total ~ Shrimps
shrimp Biomass
number (g.m™)

Total  Shrimps
shrimp Biomass
number  (g.m™)

R ® Number
(Y%BW)) of tanks

R,®  Number
(%BW;) of tanks

0.00 2 30 221 - - - -
0.45 3 45 227 0.45 1 30 200
0.90 3 45 228 0.90 1 30 169
1.80 3 45 225 1.80 1 30 225
3.60 3 45 219 3.60 1 30 190
7.20 3 45 225 7.20 1 30 227
TRIAL2
Summer Winter
R.® Number Total  Shrimps @ Number Total Shrimps
d . . . .
o : of shrimp Biomass o : of shrimp Biomass
(%6BW) tanks  number (g.m™) (%6BW) tanks  number (g.m™)
0.00 2 30 227 0.00 1 15 194
1.00 2 30 218 1.40 4 60 175
2.00 2 30 221 2.80 3 45 177
4.00 2 30 213 5.60 3 45 183
8.00 2 30 216 B B - B

(a) Ration distributed as % of initial body weight (feed on a dry weight basis)
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2. Material and methods

2.1. Experimental system
All the experiments presented here were carried out in a system comprising 32 circular
polyester tanks (diameter, 118.5 cm; height, 69 cm; surface area at the bottom, 92 cm?;
capacity 536 1) supplied continuously with seawater from the lagoon. The seawater was stored
in a reservoir built on high ground at 8 m and distributed by gravity, after passing through a
sand filter, into the tanks. The water renewal rate in the tanks was 400% per day. Aeration
was delivered by high pressure air. The temperature was measured continuously (every hour)

using an automatic recording probe (Optic StowAway® Temp; Onset)

2.2. Feeds tested

Two feeds were used in this study

- A commercial feed supplied by SICA Cie (Goodman Fielder);

- A feed processed in the laboratory (Tab.1): The ingredients were ground up in a
laboratory grinder (Retsch®) with a 1 mm screen. The meal obtained was mixed with oil and
water (30%) in a horizontal mixer (Mainca®) until the consistency was such that it could be
pelleted. Next, the mixture was extruded in a meat grinder through a 3 mm die. It was then
dried in a drying oven (Venticell® 222) until the residual humidity was less than 10%, and

then broken up into pellets of 4-5 mm in length.

2.3. Shrimps
The shrimps Litopenaeus stylirostris (Stimpson, 1874) used in our experiments were
reared semi-intensively (without aeration) in earthen ponds (1000 m?) at the Saint-Vincent
station (IFREMER) in New Caledonia. The ponds were stocked with 20-day post-larvae
(P20), 20 animals per m?. It takes 3 to 4 weeks for them to grow to 1 g, after which the
shrimps gain about 1 to 1.4 g per week. The experiments in this study were carried out on

juveniles (BW <10g ) and sub-adults (BW >10g).

2.4. Experimental protocols
The animals were caught from the ponds using a cast net and transferred to the tanks in

plastic containers (50 1) filled with seawater. The shrimps were then divided into the tanks
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Table 3 : Chemical composition, gross (GE) and digestible (DE) energies of commercial
(SICA Cie) and experimental (IFREMER:Saint-Vincent Laboratory) feeds.

Experimental diet Commercial diet
n  Mean Std.Err. n Mean  Std.Err.

Protein® (%) 5 438 0.2 36 432 0.2
Fat® (%) 5 100 0.3 25 7.1 0.2
Fiber (%) 5 20 0.3 35 3.8 0.1
Ash® (%) 5 69 0.1 36 12.6 0.2
GE" (kcal.kg™) 4502 4172
DE" (kcal kg™) 3364 3047

1805983 standard

®)NF V18-117/B standard

©NF V03-040 standard

@NF V18-101 standard

© Gross Energy, sum of individual ingredient energy content

® Digestible Energy, sum of individual ingredient digestible energy.
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with 15 or 30 individuals per tank (209.0 + 4.5 g.m™), depending on size category (juvenile or
sub-adult). At this time, each shrimp was sexed, weighed and individually tagged. Tagging
was done on the abdomen by sub-cuticule injection of a coloured elastomer (Norwest Marine
Technology). At the end of the experiment, after 3 weeks on average, the animals’ final
weight was determined. Preliminary studies (unpublished) carried out on animals of 5 to 20 g,
in the cold season and the warm season, showed that 3 weeks rearing gave a minimum weight

gain of 7% and a maximum of 60%.

2.4.1. Effect of size on Growth-Ration relationship (Trial 1).

This experiment was carried out simultaneously with sub-adults (n = 255) and juveniles
(n = 150) with mean weights of 16.9 £ 0.4 g and 7.9 + 0.4 g respectively. The shrimps were
fed on commercial feed produced by the company SICA. Five rations, calculated on the dry
feed basis were studied: 0.45, 0.9, 1.8, 3.6, 7.2% of shrimp’s biomass. The ration that was
distributed (R,) expressed as %BWi.d" is defined as follows:

()R, = (FW/BW,)x100

where FFW = feed dry weight (g); BW; = average initial shrimps fresh weight (g).

The daily ration was divided into 2 equal meals distributed at 9.00am and 3.00pm.
Mortality was monitored and ration adjusted accordingly on a daily basis. Thirty sub-adults
shrimps were unfed throughout the entire experiment (21 days).

The daily exuviation rate could be monitored only on the sub-adult shrimps. At this
stage the shell, in particular part of the cephalothorax, was sufficiently thick to avoid being
eaten entirely by the shrimps.

The number of tanks used, the total number of animals in the experiment and the
average biomass per surface unit (m?) for the two categories of animal on each ration are

presented in table 2.

2.4.2. Effect of rearing season on Growth-Ration relationship (Trial 2).

Two experiments were carried out: (i) the first in summer from 8 to 30 March 2004 with
an average weight shrimp of 14.6 = 0.3 g (n = 150); (ii) the second in winter from 18 May to
15 June 2004 with animals of 11.9 0.3 g (n = 165). The shrimps were fed on the laboratory-
processed feed (Tab. 1). Four rations (1, 2, 4 and 8% of the biomass) were studied in summer
and 3 in winter (1.4, 2.8 and 5.6%). Thirty animals were starved throughout each experiment

in summer (22 days), and fifteen in winter (28 d). As described above, the daily ration,
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adjusted according to mortality, was divided into two meals, given at 9.00am and 3.00pm.
Table 2 shows the number of tanks used, the number of animals in the experiment and the

average biomass per surface unit (m?) for each season, and for each ration.

2.5. Analyses and Calculations
2.5.1 Rations.
In this study, three specific rations were defined (Brett, 1979): (i) maintenance ration
(Rgm) where shrimp’s growth is nil; (ii)) maximum ration (Rymax) giving maximal growth,
and (ii1) optimum ration (R opt) which represents the best conversion of feed i.e. the best ratio

of weight gain to distributed ration.

Ingested Ration, RS,, is the fraction of distributed ration which is actually ingested by
the animal. This is defined as follows:
(2) RS, =RS, —(TmxL)
where RS, = ration size distributed (g); 7m = Meal duration (mn); L = leaching rate of
the diet (g.mn™).
Meal duration is calculated as follows:
(3) Tm = FRxRS,
where FR (Feeding rate) represents the speed at which feed is consumed (g.mn™) and
RS, the size of the ration distributed (g).
Feeding rate (FR) and leaching (L) were determined at different temperatures in an earlier
unpublished study. These two parameters evolved over time following a hyperbolic function.
Feeding rates were estimated: (i) in summer, at 0.3 and 0.9 g.min™' for ingested rations of 0.5
and 1%BW; respectively and (ii) in winter, at 0.1 and 0.5 g.min" for rations of 0.2 and
0.7%BW..
Leaching was estimated at 5% and 12% respectively 10 and 30 min after feed
immersion. Temperature had little influence on leaching rate for the immersion durations

considered here.

2.5.2. Specific growth (SGr)

SGr is defined as the ratio of Growth rate (Gr) to the animal’s initial weight
(4) Gr=(BW, - BW,)/d

(5) SGr= (Gr/BW,)x100
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Figure 1: Temperature change (mean + 1 SE) in the outdoor experimental tank during rearing
period of experiment on shrimp size (Trial 1). Closed symbols are daily mean values (= 1 SE);
dashed lines represent minimum and maximum daily temperatures.
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Figure 2: Cumulative molts of sub-adult shrimps (means + 1 SE) monitored for each rations
as a function of rearing days.
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where BW; = shrimp final fresh weight; BW; = shrimp initial fresh weight; d = number
of rearing days.

2.5.3. Digestible Energy for maintenance and growth.

The energy budget for the shrimp for a given period is represented in the following
equation (Cuzon and Guillaume, 1997; Sumule et al, 2003):
(6) GE,=F+M+U+Ev+G

where GE,, gross energy intake; F, energy loss for faeces; M, energy used for
metabolism, U energy loss for ammonia; Ev, energy loss for exuvia and G, energy used for
growth.

M includes energy for routine metabolism, heat increment fy feeding and activity.

The gross energy (GE) of diet is calculated from individual calorific values of the
feedstuffs (INRA, 1989) (Tab. 3). Part of the gross energy intake is eliminated in the faeces;
remaining energy is the digestible energy (DE):

(7) DE, =M +U + Ev+G

DE level of the diet (Tab. 3) is the sum of the individual dietary DE of each ingredient.
The dietary DE of each ingredient is calculated by applying the coefficient of Apparent
Energy Digestibility (AED) determined for Penaeus setiferus (Brunson et al. 1997). For the
oils, we applied a mean apparent digestibility coefficient of 80% derived from the literature

(Catacutan, 1991; Glencross et al., 2002; Lin et al., 2004).

In our study, from the above energy budget we just determined the dietary DE for

maintenance and for growth :

Dietary DE for maintenance, DE.m, corresponds to the DE level of the maintenance
ration intake (Rem) that just maintains the shrimp without any change in it’s body weight.
(8) DEm=M+U+Ev
Dietary DE for growth or Scope-for-growth, SFG, is the energy required for growth
(G):
(9) SFGx =Gx =DE x—DE m
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Table 4: Three-week growth response of sub-adults and juveniles L. stylirostris fed
commercial diet. Mean + 1 SE.

R Survival rate  n Growthrate  SE“
4B %) (g.day™)
Sub-adults
0.00 37 11 -0.086 0.012
0.45 82 37 -0.061 0.005
0.90 96 43 -0.034 0.004
1.80 87 39 0.044 0.004
3.60 78 35 0.134 0.006
7.20 87 39 0.130 0.006
Juveniles
0.45 0 30 — —
0,90 27 8 0.050 0.015
1.80 87 26 0.028 0.005
3.60 83 25 0.109 0.006
7.20 37 11 0.138 0.012

@ Ration distributed on a dry weight basis of the feed
® Data of this treatment are excluded of the final
analysis

© Standard error
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where DE,x, is the dietary ED intake (ration x ).

2.5.4. Food conversion ratio (FCR)
FCR expresses the quantity of food required per unit weight gain. It is calculated
according to the following formula:
(10) FCR =RS,x/Grx

where Grx is the growth rate and RS.x the amount of feed intake (ration x).

2.6. Statistics

The data are presented in the form of individual and/or mean data + 1 standard error
(SE). Statistical analysis was carried out using Statview® V5 software (SAS Institute Inc.).
One-way variance analysis (ANOVA) and the post hoc test PLSD Fisher were used to
compare growth averages and molt rates (after square root arcsin transformation of the data).
The chi2 test was used to compare mortality rates.

Weight gain in relation to food ration was studied using a polynomial regression. From
the curve adjusted to the experimental data, the values of the Rym, Rqopt and Rymax rations

were determined graphically with Sigmaplot® V8 software (SPSS Inc.).

3. Results
3.1. Effect of ration on the growth of juvenile and sub-adult L. stylirostris (Trial 1)
The average temperature of the water in the rearing tanks was 24.9 + 0.1°C (n = 829)
(Fig. 1). At the beginning of the experiment it was 27°C, it then decreased to stabilise at
around 24°C on day 5.

3.1.1 Effect of ration on survival rates and exuvia.

Survival rates and growth rates (Gr) according rations are presented in table 4. In the
sub-adult animals, survival rates were similar for all rations (p = 0.37). However, they were
significantly lower in unfed animals (p<0.0001). In this treatment, high mortality rates were
observed after day 18.

In the juvenile shrimps, survival rates varied considerably, according to the treatments

applied: greater than 80 % for 1.8 and 3.6 % rations and less than 40 % for 0.9 and 7.2 %
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juveniles (open symbols) according to initial body weight for the ration 3.6 %.
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rations. Cannibalism associated with high mortality rates could have contributed significantly
to the nutrition and growth of the animals fed a reduced ration of 0.9%. It is for this reason
that we have excluded data of this treatment in the following analysis. With the 7.2% ration,
on the other hand, the animals were fed to excess and cannibalism had little effect. Finally, all
the animals on the 0.45% ration died in the course of the experiment.

With the 3.6% ration the animals seemed to be closest to satiety since uneaten food was
rarely found in these tanks. Less than this ration, there was never any food left over, and in
contrast, the 7.2% ration was clearly in excess and never totally consumed.

The first exuvia (monitored only in the sub-adults) were observed from day 6 in animals
fed a ration of 7.2% (Fig. 2). Next in order were the 3.6, 1.8 and 0.9% rations, with the first
molts observed on the 9™ 11™ and 12" days respectively. No molt was observed for the
0.45% treatment. On day 20, cumulated molting rates were 0, 2.2 + 2.2, 6.7 £ 3.8, 13.3 £ 6.7
and 24.8 = 9.9% respectively for rations 0.45, 0.9, 1.8, 3.6 and 7.2%. The molting rate for the
7.2% ration was significantly higher than for the 1.8% (p = 0.048), 0.9% (p = 0.019) and
0.45% (p = 0.012) rations. As mortality was more than 60% in the unfed shrimps, we

excluded this treatment from our analysis.

3.1.2. Individual growth as a function of shrimp size.

Growth rates (Gr) for a daily ration of 3.6% were significantly higher (p = 0.008) for the
sub-adult shrimps (0.134 + 0.006 g.day™) than for the juveniles (0.109 + 0.006 g.day™), (Tab.
4). However, within the same size class, the animals’ weight did not significantly influence
Gr, with r> = 0.0315 for the juveniles and r*=0.0046 for the sub-adults (Fig. 3A).

Final weight evolved in a linear fashion with initial weight (Fig. 3B). The regression
line slopes were similar for both size classes, whereas the Y-axis intercept point was higher

for the sub-adults (b = 2.25g) compared with juveniles (b =2.09g).

3.1.3. Growth rate according to rations size.

Gr increased significantly with rations (p < 0.0001) for both sub-adult and juvenile
animals (Tab. 4). Sub-adult Gr reached a maximum with the 3.6% ration (Gr 369 - Gr720: p =
0.59) whereas juveniles Gr continued to increase significantly between 3.6 and 7.2% rations
(p = 0.0099).

The overall relation of Specific Growth Rate (SGr) to daily distributed ration (Ry) gives
a sigmoidal Growth-Ration (GR) curve (Fig. 4A). The sub-adults that were starved or
underfed rations of 0.45% and 0.9% lost weight. Unfeed animals lost 5.3 +0. 76 g per day and
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Figure 4: (A) Specific growth rate of sub-adult L. stylirostris (mean weight, 16.9 = 0.4 g,
n = 204) in relation to ration (on a dry weight basis) at 24.9 + 0.1 °C. (B) Gross growth
efficiency (mean + SE) curve (KR) for the same data. These two relations are use for the
determination of maintenance (Rgqm), optimum (Rgopt) and maximum rations (Rgmax).
Closed symbols correspond to individual data and open symbols to mean + 1 SE.
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per kilo of shrimp which is the equivalent of 27.53 + 0.37 kJ.day', given that the mean
calorific content of one gram of fresh shrimp is 5,196 kJ (Cuzon, personal com; Wu and
Dong, 2002).From the GR curve, different characteristic rations were determined graphically
(Brett, 1979). The point at which the curve reached a plateau gives the maximum ration
(Rgmax). The tangent to the curve, from the origin, gives the optimum ration (R4opt) which
corresponds to the best conversion of feed. The point where the curve and the abscissa
intersect gives the maintenance ration (Rgm).

Rations Rgopt and Rgqm could also be determined graphically from the K-Ration (KR)
curve, derived from the GR curve (Fig. 4B). The KR curve represents the relationship

between the gross growth efficiency (K), and the ration, where K =100 X (SGr/ R, ) Rgopt is

the ration where K is maximum (Kmax) and Rgqm is the ration where K equals zero. The
difference between Rgopt and Rgm provides a simple measurement of the feed intake used for
growth (Brett, 1979). Indeed, only the feed in excess of maintenance requirements is available
for growth.

The GR curve (Fig. 5A) for the sub-adults is shifted slightly to the left by virtue of
smaller rations Rgym and Rgopt — and reaches a plateau at a lower level
(= 0.8%BWi.day"') than for the juveniles (= 1.6%BW,day"). The KR curves (Fig. 5B)
follows the same trends, with, in particular, a Kmax of 21% for the sub-adults compared with
44% for the juveniles.

From figures 4 and 5, for the sub-adult animals we obtained : Rqm equals 1.35%
without growth, Rgopt equals 3% for optimal specific growth (SGropt) of 0.75% BWi.day™
and Rgmax equals 3.6% for maximum growth (SGrmax) of 0.815% BWi.day ™.

For the juvenile shrimps : Rgm equals 1.4%, Rqopt equals 3.6% with SGropt of 1.567%
BWi.day ' and Rgmax estimated at 7.2% for SGrmax of 1.687%BW,.day ™.

On the basis of a biomass of 1 kg of shrimp and over a period of 24h, table 5 presents,
for the optimum ration, the energie intake, the weight gain and the Food Conversion Ratio
(FCRopt).

For the  sub-adults, the distribution of digestible energy intake
(DE, = DE ,m + SFGopt ) was: 80.3 = 39 + 41.3 and for the juveniles: 96.5 = 40.5 + 56.

Lower requirement for growth of larger animals led to a smaller ED intake.
The fraction of gross energy intake (GE.opt) channeled to maintenance is given by the

ratio DEem/GE opt and to growth by the ratio SFGopt/GE opt . Thus, GE intake is

channelled in equal measure for maintenance (35.4%) and growth (37.6%) in sub-adults
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Figure 5: (A) Specific growth rate of sub-adult (closed circle) and juvenile (open circles) L.
stylirostris in relation to ration (on a dry weight basis) at 249 =+ 0.1 °C.
(B) Gross growth efficiency (mean * SE) curve (KR) for the same data. For juveniles
triangular symbol derived from the extension of the curves.
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shrimps whereas in juveniles the proportion is smaller for maintenance (30.6%) than for
growth (42.4%).
The FCRopt is obtained from the R,opt/Gropt ratio. Although food consumption is

relatively lower (-20%) in the large animals, the FCR (3.52) is higher than for the juveniles
(2.02). This difference is explained by a growth rate two times slower in sub-adult compared
to juveniles shrimps.

The SFGopt/Gropt ratio gives us the requirement per unit weight gain (g) of L.

stylirostris. Tt is 53% higher in the sub-adult shrimps which require 23.05 kJ.g"' compared
with only 14.94kJ.g™" for the younger animals.

3.1.4. Influence of sex on growth.

Growth rates for males and females according to rations are given in figure 6. In the
sub-adult shrimps, the females that were starved or underfed (ration of 0.45%) lost more
weight than the males (p = 0.052). For the 3.6 and 7.2% rations, the females had a higher
growth rate than the males (p = 0.0052). No significant difference emerged for the
intermediate rations of 0.9% (p = 0.7) and 1.8% (p = 0.18).

In the juveniles, whatever the ration, no effect of sex on growth was observed (p > 0.2).

3.2. Effect of the rearing season (Trial 2)

The average water temperature in the tanks was 27.2 £ 0.6°C in summer and 22.2 +
0.1°C in winter (Fig. 7). During the first 18 days of summer, the temperature was 27.5°C,
dropping slightly to 26°C over the last few days. During the winter, the temperature dropped
twice to below 22°C (critical lower limit for L. stylirostris), on the 8™ and the 15™ days of the
trial.

Table 6 shows the survival rates and growth rates (Gr) according to rations. Survival

rates were between 70% and 90% with the exception of the unfed animals in winter.

3.2.1. Effect of the ration on growth.

The growth rate (Gr) is significantly influenced by rations (p < 0.0001) whatever the
season (Tab. 6). Growth reached a maximum with rations of 4% and 2.8% in summer and in
winter respectively.

In summer, GR curve (Fig. 8A) shifted to the right in virtue of higher weight loss in

unfed shrimp and of larger maintenance ration (Rgm). In summer, the unfed animals lost
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Table 5: Feed and equivalent energy intake, weight gain and feed conversion ratio of 1kg
sub-adult and juvenile shrimps fed with commercial diet.

Intake/day/ kg of shrimp Gryp®

A d'kg FCR,,@
Feed GE® DE® (8 ) g p
(e (&) (kJ)

Optimal ration eated (RS.opt)”)  26.4 460.7  366,4 7.50 3.52
?ﬁ%“g%?nce ration cated 1282 2238 1632
Sub-adults  hE /GE,opt 35.4%
SFG (DE.opt-DE.m) 172.8
SFG/GE.opt intake 37.6%

Optimal ration eated (RS.opt)”  31.7 5523 4038 15.67 2.02
l(\ﬁaéltiile)%?nce ration eated 133 230.1 221’3
Juveniles  pp /GE, opt 30.6%
SFG (DE opt-DE.m) 2343
SFG/GE.opt intake 42.4%

12% and 5% feed leaching included for R, and Ry, respectively
@Gross energy of the diet = 17.45 kJ.g™" of commercial food (SICA)
®Djgestible energy

©Optimal growth rate

@Optimal feed conversion ratio (F eed/Gr,y)

o 0.16 Subadults -+ Juveniles
g 0.12 - = Females .
= 1 —— Males
©  0.08 A .
S 0.04 | .
(]
§ 0.00 - =
S -0.04 - 1
=
@ -0.08 - % i
-0.12 *L : : 1 1 1 : : :
0 0.45 0.9 1.8 3.6 7.2 1.8 36 7.2

Ration distributed, %BW;

Figure 6: Three-week growth response of sub-adults and juveniles L. stylirostris fed
commercial diet according to sex of animal.
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daily 5.25 + 0.047g, and in winter 1.95 £ 0.079 g per kg of shrimp biomass (p = 0.0006). In
energy terms, these weight losses are equivalent to 27.28 + 0.24 kJ.day and 10.12 + 0.41
kJ.day™.

Above the Rym ration, SGr increased before reaching a plateau corresponding to
maximum growth, which was higher in summer than in winter.

The KR curves followed the same trend with a shift to the right in summer (Fig. 8B).
Kmax values were nearly the same (26%) for the two rearing seasons. However, above the
optimum ration, K decreased slower in summer than in winter.

From figures 8 A&B, we obtained in summer : Rym aquals 1% for no growth, a Rgopt
equals 2.65% for SGropt of 0.9% BW,.day"' and a Rymax equals 4% for SGrmax of 1.05%
BWi.day'l.

In winter, Rgm equals 0.4%, Rqopt equals 1.4% for SGropt of 0.55% BWi.day” and
Rgmax estimated at 2.8% for SGrmax of 0.6%BWi.day ™.

On the basis of 1 kg of shrimp and over a period of 24h, table 7 shows, for the optimum
ration, the energy intake, the weight gain and the Food Conversion Ratio (FCRopt).

Distribution of digestible energy intake ( DEe = DEem + SFGopt ) according to season

gives, in summer: 79.7 = 31.9 + 47.8 and in winter: 42 = 12.8 + 29.2. The digestible energy
required for maintenance and the SFGopt are respectively 2.5 and 1.6 times higher in shrimp
reared in the summer.

Whatever the rearing season, the fraction of gross energy intake (GE.opt) channelled to
maintenance (DE.m) is smaller than that recovered for growth (SFGopt). However DE.m is
higher in summer (29.9%) than in winter (22.7%) and conversely, SFG is lower in summer
(44.8%) compared with winter (52.0%).

Although feed consumption is higher in summer (+ 89%), the FCR (2.26) is very
similar to that for winter (2.08). The reason for this is the 75% higher growth rate in summer.

The rearing season has little effect on the energy requirement per unit weight gain (g), it

is of 19 kJ.g™" and 0f 20.37 kJ.g"' in summer and winter respectively.

In the course of this trial, sex was not observed to have any effect on growth, either in

summer (p = 0.99) or in winter (p = 0.42).
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Figure 7: Temperature change (mean + 1 SE) in the outdoor experimental tank during rearing
period in summer (closed symbols) and winter (open symbols).

Table 6: Three-week growth response of sub-adults L. stylirostris fed experimental feed
reared in summer and in winter.

R.® Survival rate n Growth rate  SE®
% EW) (%) (g.day™)
Summer
0.0 77 23 -0.079 0.007
1.0 93 28 -0.004 0.010
2.0 90 27 0.077 0.007
4.0 93 28 0.145 0.012
8.0 93 28 0.133 0.008
Winter
0 60 9 -0.024 0.009
1.4 92 55 0.059 0.005
2.8 84 38 0.069 0.004
5.6 84 38 0.077 0.004

@ Ration distributed on a dry weight basis of the feed
®) Standard error
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4. Discussion and conclusion

The vast majority of studies on shrimp nutrition measure the effect of experimental feed
on growth (weight gain) and survival (D’Abramo and Castell, 1997). As evaluations are
carried out by comparing the final mean weights among dietary treatments, they usually
disregard potential influence of differences in initial mean weight and mortalities, which can
affect the final result. In this study, growth was monitored for each individual using
individually tagged shrimp. The size of the statistical samples was thus bigger as each animal
was recognised as an independent observation or a replicate. The increase in the number of
replicates per treatment thus increased the degrees of freedom and hence the power of the
statistical tests carried out. As weight gain was independent of the initial body weight (Fig.
3A) we used variance analysis to compare mean values of individual growth rates (Gr).

Moreover, by monitoring the animals individually, we were able to disregard the
influence of mortalities except when these became too high and significantly modified the

density and/or biomass, which could in turn affect shrimp’s growth.

Growth as a function of the ration distributed.

The relations between rations and specific growth (GR curve), and between rations and
gross conversion efficiency K (KR curve), are well documented in fish (Brett, 1979). These
relations provide key informations to understand the influence of environmental factors on
feed intake as well as on growth. Paradoxically, these fundamental relations have rarely been
applied in studies on shrimps nutrition. Sedgwick (1979) based his study on these relations to
look at the influence of feeding frequency on growth of Penaeus merguiensis post larvae
(initial weight 0.13 g). Kureshy and Davis (2002) used various daily rations to estimate the
daily requirements for protein of juvenile Litopenaeus vannamei (1.3 g to 8.5 g).

The GR and KR curves defined in this study for L. stylirostris juveniles (BW; < 10g)
and sub-adults (BW; > 10g) are similar in appearance to those described in some fish (Brett,
1979; Cui and Wootton 1988; Jobling, 1994) (Figs. 4, 5 and 8). Growth is negative in starved
and under-fed animals then increases in a sigmoidal fashion to reach maximum growth for the
highest rations. It is then a simple matter to plot graphically from these curves the
maintenance (Rqm) and optimum (Rgopt) rations (Fig. 4). Maximum ration (Rgmax), on the
other hand, is more difficult to determine. This was especially the case for the juvenile
shrimps (Triall) where maximum growth was obtained for a ration of 7.2% (Fig. 5), whereas

this ration was clearly in excess since food remains were systematically found.
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Figure 8: (A) Specific growth rate of sub-adult L. stylirostris in relation to ration (on a dry
weight basis) in summer (closed circle ; 27.20 + 0.62 °C) and winter (open circles ; 22.19 *
0.13 °C). (B) Gross growth efficiency curve (KR) for the same data.
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The growth acceleration according to ration size should be linked with an increase in
molt frequency and/or weight gain after molting. In sub-adults shrimps, for rations smaller
than Rgopt, molting seemed to be delayed and recorded exuvia are very few (Fig. 2). Wu and
Dong (2002) have also shown that after a “nutritional stress”, the molt cycle of the shrimp
Fenneropenaeus chinensis is extended and molt frequency decreases. Also in crayfish growth
rate is influenced by the ration which regulates molt frequency (Aiken and Waddy, 1992;
Barki et al., 1997).

Accuracy of results from the Growth-Ration relation allowed to show a sexual
difference in growth rate in 16 g sub-adult shrimps (Fig. 6). Females had greater weight loss
when unfed and superior growth rate when fed optimal or maximum rations. Sexual growth
differentiation only occurs at a certain size or developmental stage, since it was not observed
in juveniles (Fig. 6) or sub-adults shrimps weighing less than 14 g. Sexual growth
differentiation of L. stylirostris broodstock leds to a difference of 21% in average body weight
between males and females breeders (D. Pham, personal communication). More generally, the
sexual growth differentiation has been clearly established in some penaeid shrimp species

(Parrack, 1979; Devi, 1986; Chow and Sandifer, 1991; Primavera et al., 1998).

Maintenance energy and ’scope for growth”

Shrimp is a slow feeder and this feeding behaviour exacerbates the problem of leaching
of the feed that can significantly reduce the availability of dietary nutrients to the organism. In
our study, feed intake calculations took into account the pellets leaching rate according to
water temperature and time for the shrimp to consume the whole meal.

Rations Rgqm and Rgopt derived from the GR and KR curves were converted into energy
units. We based our calculations on apparent digestibility coefficients for gross energy of
ingredients in diets determined for Penaeus setiferus (Brunson et al, 1997).

The digestible energy for maintenance (DE.m) — expended on metabolism, excretion
and molting — represent between 23 and 36% of the gross energy intake for an optimum ration
(GEcopt). The digestible energy channeled to growth is around 38 and 52% of GE.opt. This
basic energy distribution in L. stylirostris agrees with that determined for P. setiferus
juveniles where the SFG represented 50% of energy intake (Saoud and Anderson, 2004).
However, it does differ from L. vannamei (Zhu et al. 2004), Penaeus chinensis (Zang and
Dong, 2002) and Macrobrachium rosenbergii (Clifford and Brick, 1979) juveniles where the
SFG was at best between 15 and 33%. This difference could be explained by the different

methods used, usually metabolic requirements were estimated directly by measuring rates of
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Table 7: Feed and equivalent energy intake, weight gain and feed conversion ratio of 1kg of
shrimps fed with experimental diet in summer and winter.

Intake/day/ kg of shrimp

(©)

Feed GE® DE®  (ad kg’) TR
(e &) (ki)
Optimal ration eated (RS.opt)” 237 4464 3335 10.50 2.26
Maintenance ration eated (RS;m)"” 9.5 179.1  133.5
Summer DE.m/GE.opt 29.9%
SFG (DE.opt-DE.m) 199.6
SFG/GE_.opt intake 44.8%
Optimal ration eated (RS.opt)” 125 2356 1757 6.00 2.08
Maintenance ration eated (RS.m)"” 3.8 71.5 53.6
Winter DE.m/GE.opt 22.7%
SFG (DE.opt-DE.m) 122.2
SFG/GE.opt intake 52.0%

12% and 5% feed leaching included for R, and Ry, respectively
@Gross energy of the diet = 18.8 kJ.g™' of experimental food
®Djgestible energy

©Optimal growth rate

@Optimal feed conversion ratio (Feed/Gryy)
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oxygen consumption. These measurements are experimentally exacting, necessitates the
confinement of the shrimp in special apparatus, which may interact with the animal’s
response, and is usually recorded only over short periods of time (24h to 48h). In addition,
metabolic requirements measured in such conditions may be overestimated if handling stress
is not taken into consideration as has been reported by some authors (Dall and Smith, 1986;
Wabete et al., 2004). SFG and energy for maintenance derived from the CR and KR curves
cover a period of several weeks and can integrate events associated with the shrimp’s
metabolism (molt cycle, feeding, growth, activity and rest), rearing factors (environmental
and zootechnical factors) and the shrimps population variability.

The energy lost by the unfed animals was used to estimate standard metabolic
requirements in fish (Elliot, 1976; Lupatcsch et al, 1998). When starved, the shrimp L.
stylirostris loses in summer between 27.28 kJ. day'.kg” and 27.53 kJ. day”’.kg". These
values are below the standard metabolism measured by respirometry, which is 121.34 kJ.day
'kg! for juveniles at 28°C (Wabete et al, in preparation). To explain this difference we
should look at the weight loss kinetics of the shrimps, which was probably not linear over the

three weeks of starvation.

Influence of shrimps size

At the same temperature, when L. stylirostris were fed a 3.6% ration the growth rate of
the sub-adults (weight BW = 17 g) was significantly higher than that of the juveniles (BW = 8
g) (Tab. 4). This difference may be associated with a shift, reported in other investigations, in
feeding behaviour and regime of the sub-adult shrimps. Indeed, feed ingestion rate of Penaeus
subtilis was a function of the shrimp body weight: feeding intensity increased with shrimp
size between 2 and 10 g then stabilised beyond this size (Nunes and Parsons, 2000).
Moreover, in this species, there was a marked decline in detritus consumption coupled with an
increase in prey ingestion at 10g shrimp (Nunes et al. 1997). Lee et al (1984) consider that L.
vannamei experiences a change in its dietary regime between 10 and 20g. They also conclude
that small shrimp (4g) have a better ability to utilize protein than larger shrimps (10 and 20g).
Other authors reported in the same species an increase in the ratio of amylase to proteases by
3 or 4 orders of magnitude from 2 to 12 g shrimps (Le Moullac, 1995; Gamboa-Delgado et
al., 2003).

In the present study, shrimp size (weight) also has a notable effect on food intake and
scope for growth. In summer (average temperature = 24.9 + 0.1°C), the daily ED requirement

for optimal growth is estimated at 335 and 402 kJ.day ' kg™ in sub-adult and juvenile animals
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respectively (Tab. 5). This lower energy requirement in larger L. stylirostris is associated with
a relative decrease in feed intake, as it has also been shown for the shrimp Penaeus subtilis
(Nunes and Parsons, 2000) and Litopenaeus vannamei (Wyban, 1995). L. stylirostris size does
affect the distribution of energy intake : higher amount of ED was channelled to growth in
juveniles (235 kJ.day ' .kg™) than in sub-adults (173 kJ.day" kg"). Thus DE requirement per
unit weight gain (g) was higher in sub-adults (23 kJ.g" ) than in juveniles (14.95 kJ.g" ) as a
result of a drop in SFG (-35%) and specific growth (-200%) in the sub-adult shrimps (Tab. 5).
This difference in the ability to convert ED intake into growth results in almost a doubling of
the FCR in sub-adult shrimps. This phenomenon is well known in fish, where typically the
young animals require less energy per unit weight gain than older fish. This possibly is the
result of age-dependent differences in composition of body growth, young salmonids having
higher rates of protein synthesis and deposition than older fish in which fat deposition is
relatively high (Kaushick and Médale, 1994).

L. stylirostris size seems to have little influence on maintenance energy. Daily DE
requirements for maintenance are 163 and 167 kJ.day" kg™ of shrimps of 16.93 + 0.36g and
7.95 + 0.44g respectively (Tab. 5). These values are close from standard metabolism
estimated from oxygen consumption which give, for animals of 10.6+0.7g (n=7) at

28°C, 116kJ.day” kg' (Wabete, in preparation).

Effect of the rearing season

The rearing season has a considerable effect on the growth of sub-adult shrimps (BW; >
10g) in relation to food consumption and conversion. Thus, in summer (27.20 £ 0.62°C) the
daily ED requirement for optimal growth is 333.5 kJ.day" kg whereas in winter (22.19 +
0.13°C) it is only 175.7 kJ.day'.kg" (Tab. 7). This reduction in energy requirement is mainly
due to a 50% decrease in feed intake in winter. Indeed, feeding rate decreases with
temperature, as has been shown for shrimps Penaeus vannamei (Ponce-Palafox et al., 1997)
and Macrobrachium rosenbergii (Niu et al., 2003). Similarly, L. stylirostris eats a complete
meal every 8 h at 28°C and every 72 h at 20°C (Chim et al, 2004).

More specifically, the rearing season influences the SFG (Tab. 7); it is 61% less in
shrimps reared in winter (122 kJ.day"' kg") compared with those reared in summer (199.6
kJ.day'kg"). A similar trend is noted for growth rate, which drops by 57% in the cold
season. This parallel evolution in SFG and growth rate according to season led to a similar

DE requirement per unit weight gain in winter (20.4 kJ.g") and in summer (19 kJ.g™"). Nor
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does optimal conversion of the feed appear to be influenced by the season since FCR values
are similar, with 2.22 in winter and 2.05 in summer, and with Kmax values of around 26% in
both seasons. However, above Ropt ration, gross growth efficiency K decreases much more
quickly in the cold season (Fig. 8B). The Kmax is contained within a range of rations between
1.2 and 1.9% in winter and between 1.8 and 4.6% in summer. Since Kmax in winter is
restricted within a very narrow range this could increase the risk of over-feeding which in turn
could lead to higher amount of waste accumulated in the pond and higher feed-related costs.

The rearing season also affects ED requirement for maintenance, which increases from
53.5 kl.day kg in winter to 133.5 kJ.day"' kg™ in summer (Tab. 7). A greater maintenance
requirement in summer leads, in starved animals, to a greater weight loss (5.25 + 0.05 g.day™
kg") than in winter (1.95 + 0.08 g.day™ kg™).

The increase in temperature therefore imposes two antagonistic effects on growth in the
shrimp L. stylirostris: a positive effect by improving SFG, and a negative effect by increasing
the cost associated with the maintenance metabolism.

Temperature is probably the most important environmental factor that controls shrimp
growth (Wyban et al, 1995), especially in sub-tropical zones where the seasons are more
marked. This is the case in Central America (Teichert-Coddington et al., 1994) and New
Caledonia (Della Patrona et al., in preparation) where shrimp yields drop considerably in the
cold season. In this study, we have shown that temperature has a notable impact on feed
intake and energy allocation for maintenance and growth of the shrimp L. stylirostris. The
development of season specific feeds would undoubtedly contribute to improve the economic

yield of the shrimp farm especially in winter.

Conclusions
The growth-ration relationship established for several fish species (Brett, 1979) is

applied in the present study to the shrimp L. s#ylirostris individually tagged. This
methodological tool appears to be very suitable for shrimp nutrition studies since it allows the
measurement of the effects of different foods and ration sizes on metabolism and growth. It is
very accurate since the metabolic requirements estimated indirectly from food intake and
growth are similar to its estimation from oxygen consumption. Another advantage of this
fundamental Growth-ration relation and its derived conversion efficiency equivalents (K-
ration relation) is the possibility to study the action of rearing biotic and abiotic factors on

shrimp growth, feed intake and metabolism.
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The significance of this method can be improved further if the feed “Apparent energy
digestibility” is also measured for the shrimp species under study.

As soon as we have available reliable data on the nutritional and energy requirements of
the shrimp under rearing conditions, it will be possible to formulate more specific feeds for
each life stage and each rearing season and thus offer farmers suitable feeding charts and
protocol. Moreover, with a better knowledge of nutritional requirements in terms of input and
retention it should be possible to reduce waste production significantly (organic matter in
suspension, nitrogen and phosphorus), reduce the food conversion ratio (FCR) and hence the

economical and ecological cost of feed.
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Résumé
|

En Nouvelle-Calédonie, la majorité des fermes de crevettes réalise un seul cycle de
production par an. Au cours du cycle d’élevage, les animaux sont soumis a des
périodes plus ou moins longues de températures inférieures a 22 °C, valeur qui consti-
tue la limite basse de la plage de confort thermique pour Litopenaeus stylirvostris.
Nous montrons qu'a 28 °C, L. stylirostris peut prendre deux repas complets toutes
les 8 heures apres un jeline de stimulation alors qu’a 20 °C, dans les mémes condi-
tions expérimentales, cet intervalle est porté a 72 heures. Le temps du transit
intestinal est également 2 fois plus rapide a 28 °C (6 h) qu’a 20 °C (12 h). A coté
des modifications de la prise alimentaire et du transit intestinal, les périodes
hivernales sont aussi caractérisées par des problémes de survie et de balance hydro-
minérale de L. stylirostris. Ces problémes sont évidents chez les crevettes caren-
cées en acides gras polyinsaturés (AGPI). Par contre, les animaux non carencés
sont capables de s’adapter aux baisses de la température de 'eau. Cette adapta-
tion se traduit par une élévation de la teneur en certains AGPI membranaires des
cellules branchiales. Cet ajustement du profil acides gras des phospholipides bran-
chiaux en faveur des AGPI contribue trés probablement a la conservation des fonc-
tions osmorégulatrices branchiales en maintenant la fluidité des membranes cel-
lulaires au cours des baisses de température.

Abstract
|

In New Caledonia, most shrimp farms run only one production cycle per year.
During this time, shrimps face periods of time that vary from one year to ano-
ther with temperature below 22°C. Such temperature being the lower limit for
the thermal preferendum of L. szylirostris.

Metabolic demand of poikilotherms is under temperature control and it regulates
consumption rates, digestion, and feed hydrolysis. For example, at 28°C, L. szy-
lirostris can ingest two meals every 8 hours, while at 20°C there is a longer pet-
iod of time going up to 72 hours to ingest a second whole meal. In a similar way,
intestinal transit is twice faster with shrimp raised at 28°C (6 h) than shrimp
acclimated at 20°C (12 h).

Aside from a slowing down of digestive functions, winter temperatures can have
an adverse effect on hydro-mineral equilibrium in shrimps which are deprived of

99

—p—



Ifr Styli-crevettes 22/07/04 15:01 Page 1$

Styli 2003 - Trente ans de crevetticulture en Nouvelle-Calédonie

polyunsaturated fatty acids (PUFAs). On the opposite, it has been shown in our
laboratory that shrimps not deprived of PUFA were able to adapt to a decrease in
sea water temperature. Such adaptation is shown through an increase in the amount
of PUFAs in gill cell membranes and in particular linoleic acid (18:2n-6), linole-
nic acid (18:3n-3) and EPA(20:5n-3). This increase is counterbalanced by a drop
in oleic acid (19:1n-9). We assume that such adjustment of fatty acid pattern in
gill phospholipids with prevalence of PUFAs contributes to preserve gill osmore-
gulatory functions by maintaining cell membrane fluidity and integrity during
periods of temperature drops. In shrimp raised at 28°C, osmoregulation capacity
and survival rate are not dependent on dietary PUFAs. Therefore, L. stylirostris
requirements for PUFAs vary throughout the year. Winter temperatures induce a
strong requirement of such nutrients which lead when available, to an increase
in shrimp performances.

Our results underline the need to adjust feed formulation as well as feeding stra-
tegy to cope with a variation in nutritional requirements and feeding behaviour
of L. stylirostris facing temperature pattern of the cool season.

Introduction

Les crevettes en élevage sont régulierement exposées a d'importantes variations phy-
sico-chimiques et biologiques de leur environnement qui peuvent conduire a une
baisse de leur résistance aux maladies. Ainsi, en Nouvelle-Calédonie, des baisses de
températures importantes, jusqu’a 10 °C les derniéres semaines de la saison chaude
(passant de 29 °C a 19 °C), peuvent entrainer d’'importantes mortalités connues
sous le terme de « Syndrome 93 » (Mermoud ¢f a/., 1998). Cette pathologie montre
des phases chroniques et des épisodes aigus de mortalité, souvent précédés par une
baisse de la température moyenne vers 22 °C associée a de fortes variations thermiques
nycthémeérales. Lemaire ez 2/. (2002) ont montré que les chutes thermiques du milieu
d’élevage s'accompagnaient d'une importante baisse de la capacité osmorégulatrice
(Charmantier et /., 1988, 1989) de L. stylirostris. Par ailleurs, nous avons montré,
en conditions expérimentales, que I'impact des chutes de température était plus ou
moins important suivant la qualité des lipides consommés par les crevettes (Chim
et al., 2001). Les animaux carencés en acides gras polyinsaturés et exposés aux tem-
pératures hivernales voient leur capacité osmorégulatrice (CO) diminuer et leur
réponse immunitaire se dégrader. Ces phénomeénes pourraient affaiblir L. szy/irostris
et augmenter sa sensibilité au Vibrio penacicida (Costa et al., 1998a). Lobjectif des
travaux présentés ici est de mesurer I'influence des températures de saison froide sur
différents parameétres de la nutrition de la crevette L. stylirostris. Une meilleure
connaissance du comportement alimentaire et des besoins nutritionnels de L. szy/i-
rostris élevée en saison froide devrait en effet nous permettre d’élaborer des formules
de granulés spécifiques et de proposer une stratégie d’alimentation mieux adaptée.

Matériel et méthodes
|

Détermination de la capacité osmorégulatrice (CO)

La capacité osmorégulatrice correspond 2 la différence de pression osmotique entre
le milieu ambiant et 'hémolymphe (Charmantier ez 2/., 1989). La mesure de la
pression osmotique est effectuée au moyen d’'un osmometre Wescor 5520 2 ten-
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sion de vapeur. Elle est basée sur la détermination de I'abaissement de la tension
de vapeur d’une solution par rapport a la tension de vapeur du solvant.

Période réfractaire et vitesse de transit intestinal

La période réfractaire correspond au temps nécessaire a un animal pour prendre un
second repas complet équivalent au premier repas pris apres 3 jours de jeline. Le
protocole de détermination de la période réfractaire a écé décrit par Wabete (2002).
La période réfractaire a été déterminée chez L. stylirostris acclimatée a 20 °C et a 28 °C.
La détermination du temps de transit a été faite avec des animaux 2 jeun depuis
3 jours et acclimatés a 19 °C, 23 °C et 26 °C. Les crevettes sont gavées indivi-
duellement avec 200 pl de bouillie a 'aide d’un cathéter fixé a une seringue hypo-
dermique. Aprés gavage, les animaux sont remis dans leur bac d’origine. Laliment
présent dans le tube digestif est parfaitement visible par transparence. Les animaux
ayant évacué totalement le contenu de leur tube digestif sont comptabilisés en fonc-
tion du temps.

Lipides alimentaires et adaptation aux températures hivernales

Les effets des lipides alimentaires ont été déterminés sur des crevettes noutrries avec
deux aliments, I'un pauvre et l'autre riche en acides gras polyinsaturés (AGPI)
dénommés respectivement HC et HFM. Les deux principales matiéres premieres
de ces aliments (farines de poisson et de calmar) étaient « délipidées ». Les lipides
ont été extraits des farines par 4 bains successifs de 2 heures dans de I'éthanol absolu
2 60 °C. En fin d’extraction, I’éthanol est éliminé par évaporation. De I'huile de
foie de morue a été ajoutée a I'aliment HEM (7 % w/w) alors que de I'huile de coprah,
a été ajoutée a I'aliment HC (7 % w/w). Lanalyse des AGPI n-3 (EPA = C20:5 n-3
+ DHA = C22:6n-3) sur 5 aliquotes a donné des teneurs de 2.06+0,12 et
14,51 + 0,26 g.kg™! pour les aliments HC et HFM respectivement. Lexpérience a
été menée dans 16 bacs de 150 1, avec 30 animaux par bac. Les crevettes d'un poids
moyen de 6,56 g + 1,79 g ont été mises A jeun une semaine avant le début de I'ex-
périmentation. Les animaux de chaque régime alimentaire ont été soumis a deux
températures d’élevage 28 °C et 20 °C. Cette expérimentation comprenait donc
4 traitements différents (4 bacs par traitement): deux sources de lipides associées
chacune a deux températures. Les crevettes ont été ainsi élevées durant 24 jours.
A la fin de D'expérience, elles ont été sacrifiées et leur CO a été déterminée.

Analyse des lipides

Les branchies de chaque animal sont rincées a I'eau distillée, pesées et lyophili-
sées. Les échantillons sont ensuite conservés dans des tubes en Téflon bouchés, sous
azote et 2 -80 °C. Les lipides totaux sont extraits par broyage des échantillons dans
des mélanges de chloroforme et méthanol (Folch ez /., 1957). Ils sont dosés par
un Jatroscan TH-10 connecté a un intégrateur Shimadzu CR3A. Quatre volumes
de 1 pl d’extrait concentré sont déposés sur une baguette Chromarod SIII avec une
microseringue. Apres séchage, la baguette est lue par le Iatroscan sans dévelop-
pement préalable. Une calibration établie avec des standards purs permet de cal-
culer la concentration en lipides de chaque extrait (Parrish & Ackman, 1985). Les
lipides polaires présents dans l'extrait lipidique sont séparés des lipides neutres
sur une chafne HPLC couplée a un détecteur de masse évaporatif en dérivation sur
la sortie de colonne (colonne semi-préparative, phase Si-Diol). Un gradient de
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polarité est obtenu avec des proportions croissantes de méthanol dans du chloro-
forme. Quatre-vingt dix pour cent des lipides polaires injectés dans le systéme sont
récupérés pour les analyses d’acides gras. Les esters méthyliques d’acides gras des
lipides polaires sont obtenus apres transestérification par du BF3-méthanol (10 %,
1 h, 80 °C) (Morrison & Smith, 1964). Ils sont analysés par chromatographie en
phase gazeuse sur une colonne BPX-70 (60 m x 0,25 mm ID), avec ['hydrogene

comme gaz vecteur et un gradient de température de 100-220 °Ca 1 °C. min™!,

Résultats
|

Influence de la température sur la période réfractaire et le transit intestinal

A 28 °C, L. stylirostris consomme 0,103 + 0,002 g de granulés par gramme de
poids sec corporel. Huit heures apres la premiere prise d’aliment, la crevette est
de nouveau capable de reprendre un repas de volume identique. A 20 °C, le poids
d’aliment ingéré rapporté au poids sec de I'animal est de 0,081 + 0,004 gramme.
A cette température, la quantité mangée au cours du deuxiéme repas redevenait
identique au repas initial seulement au bout de 72 heures.

De la méme fagon, le temps du transit intestinal augmente avec la baisse de la tem-
pérature d’élevage. Douze heures apres le gavage, le transit était terminé chez 100 %,
87 % et 30 % des animaux acclimatés respectivement a 26 °C, 23 °Cet 19 °C.

Influence de la température d’élevage et du régime lipidique sur la capacité
osmorégulatrice et le taux de survie

La survie au 24 jour d’élevage (fig.) était, chez les animaux nourris avec ['ali-
ment HFM, de 90 % et de 82 % respectivement a 28 °C et 20 °C (p = 0,21). Chez
les animaux nourris avec 'aliment HC, cette survie était de 92 % a 28 °C et de
64 % a 20 °C (p = 0,015). C'est également chez les crevettes du traitement HC
et 20 °C que la CO mesurée est la plus faible (tab. 1).

Les teneurs en acides gras exprimées en pourcentage des acides gras totaux (AGT)
des phospholipides extraits des branchies (principal organe de I'osmorégulation
chez la crevette) des animaux nourris avec l'aliment HEM et élevés a 28 °C et
20 °C sont présentés dans le tableau 2. Chez les crevettes élevées a 20 °C, les
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lipides membranaires branchiaux sont plus riches en acides linoléique (C18:2n-
6), dihomogamma linolénique (C20:3n-6), arachidonique (C20:4n-6), alphali-
nolénique (C18:3n-3), docosapentaénoique (C22:5n-3) et eicosapentaénoique
(C20:5n-3). Cette augmentation de la teneur en certains acides gras polyinsatu-
rés est compensée par une baisse de la teneur en acides gras mono-insaturés,
notamment, I’acide oléique (C18:1n-9). Les acides gras saturés ne participent pas
a la redistribution des acides gras des phospholipides des branchies.

Tableau 1 - Capacité osmorégulatrice (CO) au 24¢€ jour en fonction de I'aliment (HC ou HFM)
et de la température d'élevage (20 °C ou 28 °C).

Température d’élevage 28 °C 20 °C
Aliments HFM HFM HC
Nombre d’animaux

en inter-mue 7 10 14

Moyenne CO
(mOsm.kg™ + ES)

254,86 + 7,29 264,33 = 9,79

267,5 5,35 233,86+ 11,3

Comparaison entre aliments

ns

p = 0,05

Tableau 2 - Profil acides gras des phospholipides branchiaux des animaux nourris

avec l'aliment HFM. Influence de la température d’élevage (20 °C ou 28 °C).

Températures d’élevage 20 °C 28 °C

Nombre d’analyses 3 3

Acides gras (% AGT des PL branchiaux + ES) Valeur p
C14:0 91,193 = 1,064 88,807 + 0,209 0,0012
C16:0 17,400 + 0,227 17,440 + 0,204 ns
C18:0 7,680 = 0,067 8,697 + 0,147 0,0033
C20:0 0,347 = 0,012 0,337 + 0,003 ns
C22:0 0,507 = 0,034 0,483 + 0,012 ns
C16:1n-7 1,630 = 0,045 1,303 + 0,057 0,0107
C18:1n-9 12,470 + 0,010 16,057 + 0,037 < 0,0001
C18:1n-7 3,960 + 0,021 3,630 + 0,121 ns (0,0647)
C20:1 1,970 + 0,084 1,850 = 0,064 ns
C18:2n-6 7,420 + 0,120 6,770 = 0,079 0,0109
C18:3n-6 0,090 + 0,006 0,123 + 0,007 0,0194
C20:3n-6 5,160 = 0,135 4,370 = 0,173 0,0230
C20:4n-6 0,270 = 0,006 0,243 + 0,009 ns
C18:3n-3 0,357 + 0,012 0,300 + 0,000 0,0092
C18:4n-3 0,107 + 0,003 0,117 + 0,003 ns
C20:5n-3 18,580 + 0,364 16,650 + 0,608 0,0532
C22:5n-3 1,120 + 0,017 1,030 + 0,023 0,0356
C22:6n-3 10,610 + 0,183 10,520 + 0,122 ns

Y saturés linéaires 26,63 = 0,326 27,35 = 0,159 ns

S mono-insaturés 20,03 + 0,126 22,84 + 0,152 0,0001
Y polyinsaturés n-6 12,67 = 0,184 11,27 = 0,165 0,0049
Y. polyinsaturés n-3 31,04 = 0,510 28,86 = 0,536 0,0423

—p—
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Discussion et conclusion
|

Les élevages de la crevette calédonienne sont confrontés a des mortalités (« Syndrome
93 ») en relation avec les baisses de température hivernales. Ces mortalités qui tou-
chent toute la filiere d’élevage apparaissent comme un probléme majeur a résoudre
en termes de finalité économique et de défi scientifique. La stricte chronologie du
déclenchement de ce syndrome conforte 'idée que la présence du Vibrio penacicida
(Mermoud ez /., 1998) dans le milieu n’est pas en soi suffisante pour déclencher
cette maladie. Des études récentes ont par ailleurs montré I'effet néfaste des condi-
tions thermiques rencontrées en hiver sur 'osmorégulation et certains aspects
immunitaires de L. szylirostris (Chim e al., 2001 ; Lemaire ef al., 2002).

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés a I'influence de la tempéra-
ture sur la période réfractaire, que nous avons définie comme étant le temps mini-
mum nécessaire a un animal qui vient de terminer un repas complet, pour reprendre
un second repas identique au premier (Wabete, 2002 ; Wabete e /., en prépara-
tion). Le repas complet est défini comme la quantité maximale ingérée par un ani-
mal apreés une période de jeline. Il existe une relation inverse de la période réfrac-
taire avec la température. Cette période, qui est de 3 jours en saison froide (20 °C)
est réduite a 8 h en saison chaude (28 °C). De la méme facon, notre étude montre
un allongement moyen du transit intestinal de 50 minutes pour une baisse de 1 °C
de la température d’élevage. Cette forte relation entre la température et la consom-
mation et ['utilisation de I'aliment a été également montrée chez d’autres pénéides
(Chen et al., 2001 ; Maguire & Allan, 1992 ; Wyban ef a/., 1995).

Lemaire er /. (2002) ont montré qu'une chute de température (de 26 °C a 22 °C)
provoquait chez L. stylirostris une baisse de la capacité osmorégulatrice (Char-
mantier et #/., 1989). Parallelement, Chim ez #/. (2001) ont montré que I'impact
d’une chute de température sur la CO était fonction de la qualité des lipides ali-
mentaires consommés par I'animal: la sensibilité des crevettes a un stress ther-
mique et osmotique était treés supérieure chez celles nourries avec un aliment
carencé en acides gras polyinsaturés. L'étude présentée ici montre une élévation
de la teneur en acides gras polyinsaturés des lipides membranaires branchiaux de
L. stylirostris élevées a basse température (20 °C). Laugmentation de la part des
acides gras polyinsaturés dans les phospholipides parait étre une réponse adapta-
tive au froid assez générale chez les potkilothermes, qui permet de maintenir I'in-
tégrité structurelle et fonctionnelle des membranes cellulaires. En effet, les lipides
membranaires sont les seuls éléments de structure de la cellule qui peuvent étre
remaniés en relation avec les variations thermiques de I'environnement (Hazel &
Williams, 1990). Différentes études chez les poissons indiquent que les change-
ments de composition en acides gras des lipides des membranes biologiques affec-
tent les mouvements d’eau et d’ions 2 travers la membrane cellulaire (Cullis & Hope,
1985). Il a été également montré que les acides gras essentiels interviennent dans
la régulation de I'absorption des ions (Nonnotte ez «/., 1987 ; Finstad & Tho-
massen, 1991). Ainsi, I'hyper-régulation requiert un transport actif d’ions attri-
bué premierement aux ATPases cation et anion dépendantes (Wheatly & Henry,
1987). Or, les enzymes membranaires peuvent étre directement ou indirectement
régulées par la composition en acides gras de la membrane cellulaire (Chapelle,
1986 ; Morohashi ez /., 1991).
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La crevette L. stylirostris carencée en acides gras essentiels est incapable de s’adap-
ter au froid par augmentation de la part en AGPI des lipides membranaires bran-
chiaux. Les crevettes sont alors dans I'impossibilité de maintenir leur homéosta-
sie osmotique et survivent mal aux températures hivernales. Ces résultats sont
confortés par les travaux de Rees ¢z /. (1994) qui ont montré qu'un apport ali-
mentaire élevé en AGPI-n-3 améliorait la survie, la croissance et la résistance a un
choc hypo-osmotique chez les post-larves de la crevette Penaens monodon.

Afin de compenser la baisse de la consommation des animaux en hiver, nous sug-
gérons de travailler dans deux directions. La premiere est d’adapter la fréquence
de I'alimentation a la température d’élevage. Cette pratique, outre d’économiser
de I'aliment, devrait permettre de prévenir la dégradation du milieu d’élevage par
exces de déchets organiques. La seconde est d’augmenter dans les granulés la
teneur en nutriments essentiels. Parmi ceux-ci, nous considérons plus particulie-
rement les AGPI qui, comme nous l'avons vu, jouent un rdle important dans
l'adaptation de la crevette aux températures hivernales. Les ajustements préconi-
sés ici pourraient permettre de mieux répondre aux besoins nutritionnels expri-
més par L. stylirostris élevée en hiver et ainsi contribuer 2 maintenir la santé du
cheptel.
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CONCLUSIONS

Dans ce chapitre nous avons d’abord déterminé par des mesures directes de
consommation d’oxygene a 20 et 28°C I’intensité du métabolisme oxydatif en période pré- et
post-prandiale chez des crevettes L. stylirostris sub-adultes (20 g) ainsi que chez des animaux
juvéniles (8 g). On verra dans le chapitre suivant que la comparaison de nos résultats avec
ceux de la littérature montre que la crevette Litopenaeus stylirostris présente un métabolisme
qu’on peut qualifier d’exacerbé par rapport aux autres animaux aquatiques.

Ensuite nous avons déterminé indirectement, par une étude de la relation qui lie la
croissance de I’animal a la ration, les parts de 1’énergie digestible ingérée alloudes a
l'entretien’ et a la croissance.

Nous montrons que les résultats de ces deux approches totalement indépendantes sont
cohérents entre eux pour ce qui est de I’énergie du métabolisme oxydatif et d'entretien, ce qui

conforte la validité de nos protocoles expérimentaux et de nos résultats.

La relation croissance-ration mise au point pour L. stylirostris, issue des travaux
réalisés chez les poissons (Brett, 1979) apparait particulierement précise. Elle a permis d’une
part de déterminer des valeurs d’énergie d'entretien qui sont compatibles avec celles du
métabolisme oxydatif obtenues en respirométrie et, d’autre part, de discriminer une
différenciation sexuelle de la croissance des le stade sub-adulte. L’intérét de cette méthode
réside dans la possibilité d’étudier ’influence des conditions (réelles) d’élevage, et du stade
de développement de I’animal, sur la consommation de I’aliment, la rétention des nutriments

et I’énergie allouée a la croissance.

Nous montrons ainsi un effet considérable de la saison d’élevage sur le besoin
énergétique de I’animal et son appétit. Ainsi, en été (27.2 £ 0.6 °C) le besoin en énergie pour
une croissance optimale est de 333 kJ.kg'jour' alors qu'en hiver (22.2 + 0.1 °C) il est
seulement de 176 kl.kg'.day'. Cette baisse du besoin énergétique, en saison froide,
correspond a une diminution de la consommation d’aliment (-50 %) et de la croissance (-57
%). Cette évolution parallele des deux phénomenes explique I’influence faible de la saison sur

la transformation de I’aliment par 1’animal. L’efficacité alimentaire maximum (Kmax) aux

' Somme des énergies perdues pour le métabolisme standard, post-prandial et des énergies perdues pour
I’excrétion et la mue



174



Chapitre 111 175

deux saisons est sensiblement égale (26%). En hiver, nous avons déterminé que la quantité
d’aliment a fournir pour une efficacité optimale est comprise entre 1.2 et 1.9 % de la masse
corporelle par jour, alors qu’en été il faut fournir 1.8 a 4.6 %. Ce résultat a des implications
pratiques particulierement importante en élevage pour une meilleure gestion de [’apport

alimentaire et de la qualité de 1’eau dans les bassins.

La saison d’élevage influe également sur I’énergie allouée a I'entretien qui varie de 53
kI kg" jour" en hiver a 133 klkg'jour! en été. Il doit étre noté que ces valeurs sont
comparables a celle du métabolisme mesuré en respirométrie qui était de 54 kJ.kg” jour™
(valeur calculée en utilisant un coefficient oxycalorifique de 13,84 J.mg' d’0,, d’aprés

Brafield et Llewellyn (1982), 2 20°C et de 116 kJ kg jour 4 28°C.

La baisse des températures en hiver impose donc deux effets antagonistes sur la
croissance de la crevette L. stylirostris: un effet positif en diminuant le colit associé au
métabolisme d'entretien et un effet négatif en réduisant 1’énergie allouée a la croissance.

Nous avons €galement caractérisé la baisse de I’appétit des animaux en hiver par la
détermination du temps réfractaire et du transit intestinal. A 28°C, L. stylirostris, apres une
période de jeline de stimulation, peut prendre deux repas complets toutes les 8 heures. A
20°C, dans les mémes conditions expérimentales, 72 heures seront nécessaires entre deux
repas. Le temps du transit intestinal est également 2 fois plus rapide a 28°C (6 heures) qu’a

20°C (12 heures).

A coté des changements de croissance et de consommation avec la saison nous avons
montré une influence de la température sur 1’utilisation des lipides alimentaires. En saison
froide nous observons une élévation de la teneur en acides gras polyinsaturés (AGPI)
membranaires des cellules branchiales, notamment celle des acides linoléiques (18 :2n-6),
linolénique (18 :3n-3) et eicosapentaénoique (20 :5n-3), compensée par une baisse de la
teneur en acide oléique (18:1n-9). L’augmentation de la teneur en PUFA dans les
phospholipides parait €tre une réponse adaptative au froid, assez générale chez les
poikilothermes, qui permet de préserver la fluidité des membranes cellulaires et de maintenir
ainsi leur intégrité structurelle et fonctionnelle. Nous avons montré que les animaux élevés a
20°C lorsqu’ils étaient carencés en PUFA, présentaient une capacité osmorégulatrice réduite,
des mortalités plus importantes et une plus grande fragilité aux stress thermique et osmotique.

Comme nous le verrons dans la suite de ce mémoire [’affaiblissement des animaux en hiver
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provient de leur difficulté, lors d’un stress, a maintenir leur équilibre osmotique. Dans ce
contexte la mise au point future d’un régime lipidique approprié, pour renforcer en saison

froide la capacité d’adaptation de I’animal, parait particuliérement prometteur.

Les résultats présentés dans ce chapitre posent donc les bases méthodologiques
d’études futures de la relation croissance-ration chez L. stylirostris. On pourra ainsi obtenir
des informations sur les besoins nutritionnels en fonction des facteurs biotiques et abiotiques
des bassins. Il sera des lors possible de formuler des aliments réellement adaptés aux besoins
des animaux en conditions réelles d’élevage, prenant en compte le développement de
I’animal, la saison de production et I’apport trophique endogeéne du bassin. La technique se
révele également précieuse pour étudier 1’influence de la zootechnie (fréquence des repas,
densités d’élevage..) et devrait permettre a terme d’optimiser rationnement et fréquence des
repas. Cette optimisation devrait permettre a terme d’abaisser 1’indice de conversion, le colt
associ¢ aux aliments et de diminuer significativement la production de déchets par les
¢levages. Ce dernier point est fondamental pour mieux maitriser les problemes de qualité de
I’eau.

Au cours de ces expériences, nous avons retrouvé pendant les périodes hivernales les
problémes de mortalité bien connus des crevetticulteurs de Nouvelle-Calédonie. Comme nous
I’avons dit dans I’introduction, I’apparition de ces problémes en hiver correspond aussi a la
période au cours de laquelle le syndrome 93 s’exprime le plus. Dans la suite de ce travail nous
nous sommes donc attachés a rechercher les causes de cette fragilit¢ par une approche

fondamentale d’écophysiologie.
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INTRODUCTION

Nous avons vu précédemment que les crevettes L. stylirostris, qui ont d’une fagon
générale des besoins métaboliques importants, présentent une grande fragilit¢ en période
hivernale. En effet, toute manipulation a cette époque est accompagnée de mortalités
importantes, dépassant trés souvent les 50 %. Le Groumellec et al (1996) ont associé ces
mortalités typiques au syndrome 93. L'observation histologique des tissus comme les muscles,
I’hépatopancréas et les branchies des animaux moribonds ayant subit le stress de la péche a en
effet mis en évidence des I€sions typiques du syndrome 93. Cependant alors que le pathogéne
est présent tout au long de l'année dans les bassins d'élevage, ce stress de manipulation ne
produit pas les mémes effets selon les saisons. Ceci laisse donc supposer l'existence de
facteurs physiologiques aggravant (sensibilit¢ accrue de L. stylirostris) et /ou
environnementaux.

Dans ce chapitre nous avons abordé ce probléme par I’analyse des régulations
physiologiques impliquées lors du stress de manipulation. Notre démarche a consisté d’une
part a analyser I’évolution des besoins en oxygene de I’animal aprés manipulation a 20 et 28
°C et d’autre part a examiner les éventuelles perturbations du systéme de transfert de
I’oxygene du milieu ambiant a la cellule.

L’ensemble des interprétaions a été réalisé dans le cadre de la stratégie des faibles
pressions partielles d’oxygene chez les animaux aquatiques (Massabuau 2001 ; 2003 ; Corbari
et al. 2004, 2005). Nous montrons en particulier, que c’est trés probablement une trop forte
dépendance de I’animal vis a vis de cette stratégie qui entraine sa mort a la suite des

manipulations hivernales.
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ABSTRACT

The underlying physiological mechanisms explaining why the adult penaeid prawn
Litopenaeus stylirostris cannot successfully face heavy stressful events on the low edge of its
thermopreferendum (20-22°C) were studied during the austral winter. Prawns were studied
during recovery from net fishing and rapid transfer from outdoor earthen ponds into indoor
facilities. Osmoregulatory capacity, arterial blood oxygenation status and mortality rates were
analyzed. Data were compared to similar test fishing and handling performed at 28°C during
the austral summer. At 20-22°C, mortality of up to 70% was observed whereas at 28°C,
maximum mortality was 3-5%. Importantly, after fishing and handling at 20-22°C, the resting
osmotic pressure shifted briefly towards equilibrium with seawater. Mortality occurred when
blood osmotic pressure (OPb) was still fairly high and the arterial O, partial pressure went
down to its unstressed resting value. This increase in blood osmotic pressure was associated
with a decrease in the blood’s O,-carrying capacity, which can be counterbalanced by hyper-
oxygenating the blood, and led to a dramatic decrease in mortality. It is concluded that in
penaeid prawns L. stylirostris, the specific action of low temperatures on ionoregulatory
ability contributes to setting the geographical limits for this animal species through an
impairment of their blood O,-carrying capacity during heavy stressful events like chasing by
predators. Different scenarios are proposed and discussed to counterbalance the chain of

events leading to death in shrimp farms during animal handling at low temperatures.
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INTRODUCTION

Temperature is an environmental parameter that plays a key role in determining animal
distribution in the marine environment. Relationships between animal occurrence and survival
have been clearly recognised for long time as being related to maximum and minimum
temperature. Indeed, in most water-breathing animals body temperature conforms to the
environment. Interestingly, depending on their ecological and geographical distribution, some
ectotherms are virtually homeothermic because they live in a narrow range of ambient
temperatures. This is the case for animals inhabiting regions where temperatures are relatively
constant, like the deep oceans and polar seas, where temperatures are 2-4°C at all times, and
equatorial zones, where there is also little or no seasonal change in temperature.

When animals are facing extreme conditions, outside or on the edge of their
thermopreferendum range, there are multiple causes of thermal death, each operating within a
certain time-temperature combination and often species-specific (Prosser and Heath 1991).
The aim of the present work was to use a physiological analysis to obtain more insights into
the mechanisms involved in death in penaeid shrimps Litopenaeus stylirostris exposed on the
low edge of their thermopreferendum zone. The blue shrimp, L. stylirostris, is a tropical
species native to the Pacific coast of Central and South America from Mexico, where
maximum temperature can reach 30°C, to Peru, Ty, = 20°C (Pérez-Farfante and Kensley
1997). Due to its high commercial value, it has been transplanted to various places, including
New Caledonia, which is located in the subtropical area. Penaeid shrimps are farmed in ponds
which vary in depth from 1-1.5 m and are thus exposed to circannual temperature changes.
Importantly, during the austral winter, massive death can occur when temperatures fall below
20-22°C, even in well aerated water (partial pressure of oxygen, PO, = 21 kPa). We took this
opportunity to increase our understanding of the underlying mechanisms which can limit
ecological and geographical distribution in a tropical crustacean species. The rationale behind
our method was that, even if under steady state conditions an animal is observed to be healthy
when on the edge of its thermopreferendum, its efficiency could decrease considerably when
facing dynamic imbalance such as would occur after a very stressful event. Indeed, any new
stress factor imposed upon an organism changes its equilibrium. Thus, experiments were
performed on the low edge of the animal’s thermopreferendum, that is at about 20-22°C, by
adding a further stress to the low temperature. This stressful event was net fishing followed by
handling associated with a rapid transfer from large outdoor rearing ponds to indoor facilities.

We studied the importance of maximal disruption, both at optimal temperature (28°C) and on
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the low edge of the thermopreferendum, for more insights into what affects L. stylirostris’s
ability to cope with low temperatures. We hypothesized that the handling we imposed could
be assimilated to a predator-prey interaction in the wild, which is part of the normal repertoire
in a crustacean life.

We show that at 20-22°C fishing and handling stress represent a heavy stimulus often
followed by death after 2 days. At both temperatures, this stress is associated with a
disturbance in the osmoregulatory capacity and change in O,-consumption rates and blood
O,-status. At 20-22°C, the osmoregulatory disturbance is a rapid breakdown from which the
surviving individuals take days to recover. In fact, the peak of mortality at low temperature
occurs when the ionoregulatory induced decrease in hemocyanin affinity becomes
concomitant with the return of arterial blood PO, to its low reference value in water-breathers,
i.e. 1-2 kPa (Massabuau 2001). For reference, 1 kPa = 7.5 Torr or mm Hg. At 28°C, the
oxygen concentration in water equilibrated with air is = 6.42 mg I"' and partial pressure = 21

kPa.

MATERIAL AND METHODS

Animals and ambient conditions.

Experiments were performed during 2 austral summer and winter periods, from July-
September 2002 to March 2005, on 330 male and female penaeid shrimp Litopenaeus
stylirostris in the intermolt stage (stage C from Drach 1939) weighing either 155 £ 1.9 g
(mean * 1 SE, sub-adults) or 37.2 + 0.7 g (adults). They were reared in the experimental
Ifremer prawn farm in St Vincent, New Caledonia (density in the ponds, 0.5-2 animals/m’;
pond areas, 1200 m?). The ponds were fed with full sea-water (salinity, S%o = 33-35 %o; pH =
8.3-8.4) and artificial food pellets were given twice a day. For the experiments, the animals to
be sampled were taken from the ponds using a casting net, they were then transferred to the
laboratory in plastic tubs with a capacity of approximately 50 1 within about 10 min. Once in
the laboratory, the animals’ fate depended on the experiment in which they were to be used:
they were placed either into a concrete tank (15 m’) or into plastic tanks (500 1)
thermoregulated at field temperature. In both types of tank, the water was constantly
oxygenated by injection of air (PO, = 20-21 kPa; pH = 7.76 £ 0.05). As no significant
difference was observed between housing conditions, all data were plotted together. During

this phase of housing the prawns were fed on a complete experimental food (fish and
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(arterial blood)

Venous puncture
(venous blood)

Figure 1: Arterial : Arterial and venous blood sampling in the peneid shrimp Litopenaeus stylirostris.

Venous blood sampling from the ventral lacunae. Arterial blood sampling by puncturing the heart.
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crustacean meal, fish oil, wheat, soya, vitamins oligo-elements, gluten), 3% of their total
biomass being given per day. The daily ration was divided into 2 equal meals distributed after
performing samples in the morning and at 4.00 pm.

Three types of analyses were performed separately, first on sub-adults and then on adults, to
follow the physiological changes occurring during net catching at 28 or 20-22°C: changes in
O, consumption rates as a function of time after sampling, morbidity and analysis of osmotic

pressure and blood oxygenation status in the surviving prawns.

Determination of oxygen consumption.
These experiments were performed in July and August on 18 Litopenaeus stylirostris

weighing 15.5 + 1.9 g. The O, consumption, |\7I02 (umolhin™Kg™"), was measured in an

open-flow respirometer, volume 850 ml. The technique used was basically similar to that
described by Massabuau et al. (1984). Its main features were (i) a rotor to ensure homogeneity
in the system (the result being that the water exiting the chamber - whose composition was
controlled - was closely representative of the water inspired by the prawn) and (ii) a
laboratory-made automatic device continuously monitoring PO, in the exit water. Inspired
PO, was maintained within a narrow range (15-18 kPa) independently of the l\'/IO2 changes
induced by the experimental conditions. For water-chemistry adaptation, each prawn was
placed first in an open tank (35 L, renewal rate 0.5 Lithin-1) with water equilibrated at T = 20
or 28°C and PO, = 21 kPa. During the period 9.00 to 9.30 am it was placed in the

respirometer within 2-3 min (at time t;). Reference preprandial I\'/IO2 measurement was

determined during the following 1-2 days.

Blood gas status: experimental protocol and blood sampling method
Blood gas analyses were performed during the winter period (August — October) on 97
animals weighing 36.6 = 0.5 g, and in the summer period (April — March May) on 72 animals

weighing 19.6 + 0.2 g. They were kept in 300 L tanks with water renewed at a rate of about

2.4 Lithin-1. Blood samples were collected by removing prawns from water and immediately
puncturing them with capillary glass tubes equipped with a needle through (i) the cuticle at
heart level for arterial sampling, and (ii) the ventral side of the cephalothorax, in the
infrabranchial lacunae, for venous sampling (Figure 1). The arterial sample (100 uL) was
obtained within the first 20-30 seconds of emersion and the venous sample (100 pL) within

the first minute. With this technique, the arterial blood spontaneously enters the tube and heart
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Figure 2: Annual temperature change (mean * 1 SE; sampling period 2002-2005) in the
outdoor experimental ponds of the Ifremer shrimp farm at St Vincent, New Caledonia. Ponds

undergo a wide range of circannual changes.
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Figure 3: Relationship between seawater and shrimp blood osmotic pressure (OP) as a
function of seasonal water temperature changes in adult peneid shrimps L. stylirostris at rest
(close symbols: body mass, 23.2 + 0.6 g; open symbols, 37.1 £ 0.7 g ; mean + 1 SE). Adult

shrimp blood OP is independent of water temperature. n = 5-10 shrimps per data points.
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beats are perfectly visible. This sampling technique was critically assessed in Forgue et al.
(1992) and Massabuau and Forgue (1996). We applied it both in field and laboratory

conditions. After sampling, blood was stored on ice and analysed within 1-5 min.

Analysis of blood oxygenation status and osmotic pressure

Arterial and venous PO, (kPa) were determined within 3 min on 100 pL samples using an
E5046 Radiometer polarographic electrode thermostated at 22 or 28°C and equipped with a
thin Radiometer head cover to reduce dead space. The electrode was calibrated with seawater

equilibrated with O,-free N» and air equilibrated seawater. The blood O, concentration (CO,,

umoll™") was determined using a modified Tucker chamber (Tucker 1967) thermostated at

37°C and calibrated with various volumes of normoxic distilled water (10-50 pL). Potassium
cyanide (6 glL-1) was used for releasing bound O7 from hemocyanin (Bridges 1983). Finally,

the blood O, capacitance (,,0,, pmolL"'&Pa™') was calculated for each individual from the

simultaneous measurements of P,0,, P,0,, C,0, and C,0; as AC, ,0,/AP, ,0,.

The osmolality (osmotic pressure) of the haemolymph and seawater was measured on 10 pl
samples with a Wescor® vapor pressure osmometer, model 5520. The osmotic capacity is the
difference between the osmotic pressure in the blood and the seawater (Charmantier et al.

1989). Osmotic pressure and capacity are expressed in mosmR&g™.

Statistics

All data are presented as means + 1 standard error (SE). Paired design #-tests were used to
analyse changes in O,-consumption rates and blood O,-status Otherwise, differences were
evaluated using Mann-Whitney U test or Student #-tests. P < 0.05 was taken as the fiducial

limit of significance.

RESULTS

Figure 2 shows the temperature record during the experimental period in the rearing ponds. It
shows maximum mean temperatures reaching = 32°C during summer and minimum mean
values of 19-20°C during winter. Superimposed on the circannual rhythm, short-term
variations, occurring within 1-3 days, were recorded of between 2-5°C (data not shown). The
relationship between steady-state blood osmotic pressure (OPb) and water temperature,

measured at various seasons in L. stylirostris, is presented in figure 3, together with the water
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osmotic pressure (OPw) at the sampling time. Importantly, note the global absence of any
relationship between blood osmotic pressure and temperature in the range studied (OPb = -
0.2 temperature + 815.2; r» = 1.56). The mean osmotic pressure value in the blood was
810.9 + 3.2 mosmRg"' for a mean OP in the water of 1054.7 + 10.2 mosm[lig'l. To get a
different insight into the influence of temperature we then studied the ability of the prawns to
face the superimposed stress of being caught in a net and transferred from outdoor ponds into
laboratory facilities, during either winter time (20-22°C) or summer time (28°C). Figure 4
shows the metabolic changes associated with such stress when it occurs at 28 and 20°C. It
shows the time course before steady-state values were reached. Note that, independently of
the temperature, this took 24 h. At 28 and 20°C, the resting O,-consumption values were
respectively 147.2 + 8.8 umolﬁlin'l[lig'l (n=15)and 86.8 £2.8 umolmlin'l[lig'l (n=10). The
corresponding Qo value between both conditions was 2.12. During these experiments many
animals died at 20°C after measurements were taken, but not at 28°C, we therefore switched
to analysing the time course of mortality, combining it with an analysis of osmoregulatory
performances. Figure 5A confirms that indeed, net catching followed by transfer into
laboratory facilities during winter, can of themselves have dramatic consequences. Indeed, in
the example presented here, total mortality reached 66.3% during winter while it was only
1.2% during summer. What could be the underlying physiological explanation? To approach
that question we first analysed the mortality time course and noted that it peaked 48h after
net sampling, when O,-consumption has recovered and reached a steady state value (compare
Fig. SA and Fig. 4). Thus, an excessive increase in O-demand induced by handling did not
in itself appear to be a direct explanation. To go further, we then studied the magnitude and
time course of the associated osmotic pressure change measured in the surviving animals
(98% at 28°C and 33.2% at 22°C). Importantly, figure 5B shows that these two kinetics
differed drastically either in terms of absolute values or speed of recovery. At 28°C, taking as
a reference value the mean blood osmotic pressure presented in figure 3, OPb was only
significantly different at t = 24h when it decreased from 810.9 + 3.2 mosmlRg™' to 785.1 * 8.9
mosm(Kg". At 22°C, the picture was drastically different: a large OPb increase, up to 851.8 +
8.7 mosmRg™" was evident after 2 hours. Then, OPb remained significantly different from
the reference value for more than 48h. A calculation based on a slope analysis from tg, to ty,
shows that the speed of ion exchange was about 40.9 mosmEg'M". As the 48 h mortality
peak occurred when (i) the blood osmotic pressure was still high, and (i) it is known that

osmotic pressure changes influence blood O,-carrying capacity in crustaceans (Truchot
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1992), we then studied the relationship between in-vivo blood O,-affinity and blood osmotic
pressure in L. stylirostris. Figure 6 shows the extent to which blood O;-affinity decreases
when osmotic pressure increases. The relationship between arterio-venous blood O,
capacitance and osmotic pressure was: blood,., O, capacitance = - 5 OPb + 4660; (R? = 0.98).
Based on a theoretical point of view, such a decrease in blood O,-affinity occurring 48 h after
handling could be compensated by a rise in arterial O, partial pressure to maintain a constant
blood O, concentration and thus a constant O, carrying capacity. Consequently, we next
addressed the issue regarding the change in blood arterial PO, following fishing and handling
in stylirostris. Importantly, figure 7 shows that in L. stylirostris the arterial PO, did not
increase at the time of maximum mortality (i.e. at + 48h): in fact, it returned to a low
reference value of 1.8 + 0.1 kPa. This was the first argument to suggest strongly that the
fragility of the species at 20-22°C during winter-time could be at least partially explained by a
respiratory failure, initially induced by a temporary increase in blood osmotic pressure.

To test this hypothesis and the idea that an increase in arterial PO, could counterbalance the
phenomenon, we then performed a transfer at 22°C but accompanied it with a temporary
water hyper-oxygenation. Figure 8 (left-hand column) shows that under such conditions the
arterial PO, rose from 2 to 6 kPa at + 48 h, while the arterial O, concentration rose from 600
to 1200 pmoldl" and mortality decreased dramatically. Interestingly, figure 8 (right-hand
column) presents an experiment performed in normoxia at 22°C, during which the arterial
PO, spontaneously rose during the transitory period following the transfer. Again, no

mortality was observed.

DISCUSSION

In this report, we have studied physiological changes occurring on the low edge of the
thermopreferendum in penaeid prawns Litopenaeus stylirostris. We present evidence that,
following stress, they exhibit (i) an immediate increase in O,-consumption and O, partial
pressure in their arterial blood which recovers within 24 h, and (ii) specifically at 20-22°C, a
large increase in blood osmotic pressure compared with reference steady-state status. At
22°C, the alteration lasts for 2-6 days and is associated with a massive mortality occurring
mainly after 2 days. Analysis of the kinetics shows that the increase in blood osmotic pressure
reduces the animal’s blood O;-affinity and blood O,-carrying capacity just when the partial
pressure of oxygen in the arterial blood is back to its low reference value which is exactly in

the range of the most frequently measured arterial PO, described in numerous water-breathing
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Figure 8: Relationship between blood respiratory parameters and mortality following fishing
and handling stress in L. stylirostris at 22°C, with either experimental (left-hand column) or
spontaneous (right-hand column) improvement in blood oxygenation status. From top to
bottom, PwO,, O, partial pressure in the ambient water, kPa; OP, blood osmotic pressure,
mosm.kg™ ; B.,O,. arterio-venous blood O,-capacitance, umol. L' kPa™; PaO,, O, partial
pressure in the arterial blood, kPa; CaO,, O, concentration in the arterial blood, umol.L’l;
mortality, %. An improvement in blood O, status during the 24-72 h period following fishing
and handling dramatically limits mortality. Horizontal dashed line, steady state mean value (+

1 SE) of osmotic pressure from Fig. 3.n = 7-10 shrimps per data points.
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animals i.e. 1-3 kPa (Cheng et al. 2003; Massabuau 2001; Massabuau and Forgue 1996). To
test if the conjunction of the last two events played a key role in the morbidity process, we
experimentally increased water oxygenation at that time to improve the blood O,-status. As
this dramatically decreased mortality, we suggest that in penaeid prawns L. stylirostris, the
specific action of low temperatures on ionoregulatory ability contributes to setting the
geographical limits of this animal species through an impairment of their blood O,-carrying
capacity. This shows an inability to successfully face very stressful situations (here, test

fishing and handling) on the low edge of their thermopreferendum.

Comparisons with data in the literature.

Generally speaking, in the area of prawn farming, oxidative metabolism has often been
measured in postlarvae and juveniles but few studies have concentrated on the adult animals.
Table 1 summarises some of these results. Overall, the values obtained in this study, at 20°C,
were similar with those of Spanopoulos-Hernandez (2005) for the same species and
temperature. This oxidative metabolism was twice higher than data obtained for P. japonicus
with the same technique at the low temperature of 18°C and were similar with some other
species reported in the data at 25°C (P. esculentus, P. californiensis). L. stylirostris O,
consumption at 28°C was clearly higher than other species except X. kroyeri. Figure 3 shows
that in L. stylirostris O, consumption at 20 and 28°C as blood osmotic pressure (see Fig. 5)
and oxygen partial pressure in the arterial blood (Fig. 7), increased from the very first
measurements. Handling L. stylirostris therefore has a considerable and rapid effect (in the
first minutes) on respiratory function. This question has recently been discussed by Steffensen
(2002) in relation to measuring oxidative metabolism. Similarly, an overall recovery time of
6-8 days for returning to a stable physiological state is coherent with the observations of
Massabuau and Forgue (1996) in the green crab Carcinus maenas. If we then compare our
values with a selection of data representative of measurements in crustaceans and fish (table
2), we see that, overall, the metabolism rate of penaeids is among the highest, with L.
stylirostris in particular presenting a much higher metabolism rate than the trout
Oncorhynchus mykiss and the salmon Sa/mo salar, being comparable with yellowfin tuna. It
is certain that such a level of demand for oxygen at cell level requires a perfectly functioning
system of gas transfer from the blood. The choice of model and its exceptional metabolic rate
clearly play a key role in revealing the mechanisms described in this study.

Finally, the low arterial blood PO, values reported in Litopenaeus stylirostris, despite their

high O, consumption rates, are in close agreement with the low blood and tissue O,-strategy
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Table 1: Routine metabolic rates of Litopenaeus stylirostris and other marine prawns

(normoxia, salinity > 25 %o).

Species BW T M 0, Authors
(8) (°C) (umol.min™ kg™)
Penaeus monodon 10 25 120 Kurmaly et al. (1989)
Penaeus duorarum 9.66 25 100 Subrahmanyman (1976)
Penaeus esculentus 10 25 91.4 Dall and Smith (1986)
Penaeus semisulcatus 17.3 25 127.1 Kutty (1969)
Penaeus californiensis 10 25 94.5 Villarreal and Ocampo (1993)
Xiphopenaeus kroyeri 10 25 148.5 Carvalho and Phan (1997)
Penaeus japonicus 29.2 18 38+23 Wabete et al. (unpublished)
11.8 25 90.5 Ergusa (1961)
12.8 25 165 Kulkarni and Joshi (1980)
Litopenaeus stylirostris 10 20 71.6 Spanopoulos-Hernandez (2005)
10 30 117.7 Spanopoulos-Hernandez (2005)
15.5 20 86.8+£2.8 This study
15.5 28 147.2+8.8 This study

Table 2: Routine metabolic rates (M 0,, mean + E.S.) of different aquatic species (normoxia,

salinity > 25 %o).

Species (currently name) T M o, Authors

(°C)  (umol.min” kg™
Crustacean
Astacus leptodactylus (Crayfish) 13 13.8+£0.8 Massabuau and Burtin (1984)
Homarus vulgaris (Lobster) 15 16.4+1.0 Butler et al. (1978)
Carcinus maenas (Green crab) 15 193+1.1 Taylor and Butler (1978)
Fish
Silurus glanis (Catfish) 13 154+£1.5 Forgue et al. (1989)
Anguilla anguilla (Eel) 18 25.6£0.8 Le Moigne et al. (1986)
Cyprinus carpio (Carp) 15 27.8+3.8 Ott et al. (1980)
Tinca tinca (Tench) 13 202 +1.2 Nonnotte (1981)
Oncorhynchus mykiss (trout) 15 446+ 2.8 Ott et al. (1980)
Salmo salar (Salmon) 15 358+1.8 Maxime et al. (1990)
Thunnus albacares (yellowfin tuna) 25 100 — 130 Korsmeyer et al. (1996)
Litopenaeus stylirostris 20 86.8£2.8 This study

28 1472 £8.8 This study
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described in numerous poikilotherms, including fish, mollusks, crustaceans (Massabuau 2001
and 2003) and insects (Hetz and Bradley 2005). To sum up, the rationale for such a strategy
has been discussed in the context of an evolutionary theory and in terms of equilibrium
between physiological and pathological reactions associated with O, excess vs O, lack, plus
emerging concepts about the importance of O,-dependent cell mechanisms in the low but
physiological PO, range. Lastly, it demonstrates that even highly O,-demanding animals, with
high cellular O,-requirements and O,-consumption, can work with low blood oxygenation
levels. Until now, this had only been demonstrated in animals exhibiting a moderate to low
oxidative metabolism (Astacus leptodactylus, Massabuau and Burtin 1984; Silurus glanis,
Forgue et al. 1989; Corbicula fluminea, Tran et al. 2000; insect pupa of Attacus atlas, Hetz
and Bradley 2005).

Origin of the osmoregulatory imbalance following stress

The use of osmoregulation disruption in crustaceans has been extensively reviewed and
discussed by Lignot et al. (2000). Penaeid prawns are hyper-hypoosmoregulators
(Charmantier-Daures et al. 1988) and their gills work at maintaining body salt concentrations
against a significant inward gradient for diffusive salt entry. It is well known that these are the
primary organ for salt transport in crustaceans, and that a full set of hormones exercises
control over branchial transport processes (Kamemoto 1982; Charmantier et al. 1984; Mantel
1985; Péqueux and Gilles 1988; Eckhardt et al. 1994; Morris 2001). Among these hormones,
CHH (Crustacean Hyperglycemic Hormone), has long been known as being characteristic of
states of stress in these animals (see Chang 2005). It is synthesized in the eyestalk X-organs
and stored in the sinus gland before being released into the blood. In fact, it has a
multifunctional role (see Bocking et al. 2002; Chang 2005) and it has been shown to act on
various physiological functions such as the secretion of digestive enzymes (Keller and
Sedlmeier 1988) and the metabolism of lipids (Santos et al. 1997). Its liberation into the blood
flow is stimulated during stress such as emersion, anoxia, salinity and temperature changes
(Dean and Vernberg 1965; Keller and Orth 1990). In fact, short-term air exposure
experiments have demonstrated that significant increases in CHH levels can be detected
during the first 15 min of emersion (Webster 1996) which is typically the type of stimulus
with which the prawns in our experiments were confronted. We therefore suggest that,
through its role in osmoregulatory function, CHH lies behind the disturbances in osmotic
pressure that we report here. As far as the mechanism that lies behind its action, it is

interesting to note that analysis of the literature shows that an increase in blood CHH,
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obtained experimentally by injecting eyestalk extracts containing purified or unpurified CHH
(Spanings-Pierrot et al. 2000; Serrano et al. 2003), is associated with an increase in osmotic
pressure (Kamemoto 1976; Charmantier et al. 1984; Mantel 1985; Charmantier-Daures et al.
1988 and 1994; Charmantier et al. 1989; Freire and McNamara 1992; Serrano et al. 2003).
The increase in osmotic pressure observed in L. stylirostris after the stress they experienced in
being fished and handled could therefore be perfectly coherent with an increase in circulating

CHH, although of course this hypothesis remains to be verified.

The cause of death: a proposal for the incipient mortality

We have already seen that the point of departure in factors that could cause death in prawns
naturally exposed to temperatures of 20-22°C in winter was an inability to maintain a low
osmotic pressure in the blood when affected by considerable amounts of stress. In fact, we
have shown that this increase in OP leads to a decrease in hemocyanin affinity in the prawn
for oxygen following a classic Bohr effect (Truchot 1992). As we have shown that the
mortality peak is observed at the moment when both the decrease in affinity is at its strongest
and the oxygen partial pressure returns to its low reference level, it is clear that this is a
critical period, for it is at this moment that the oxygen concentration in the blood is at its
lowest. Since oxygen requirements remain high, the heart rate has to bear all the needs of the
O, transport system via the circulation. The prawn could then ultimately die through

circulatory failure.

Suggestions to handle post-stressful situations in penaeid prawns

These prawns, as is the case for many other species of penaieds, are farmed in many regions
around the world and are therefore subjected to a great deal of handling. Our experiments
suggest two main routes by which it should be possible to block, or at least to limit
considerably the physiological problem of stress in these animals. Firstly, it is clear that
handling will lead to a decrease in the animal’s ability to maintain blood osmotic pressure at a
stable level that is much lower than the osmotic pressure of the seawater in which it is living.
Since it is impossible to eliminate the release of stress hormones (unless we consider
decreasing the intensity and frequency of handling to limit the amount of hormones released
into the blood), we suggest that we act on its effects on osmoregulation. To do this, clearly the
first approach that we should consider is blocking the original phenomenon. Indeed, if the
animals were placed in brackish water after stress, at around the isosmoticity point, then this

would prevent the increase in blood osmotic pressure above a threshold value. This would
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then block the impact of the increase in osmotic pressure on the oxygen affinity of
hemocyanin by limiting the decrease in this affinity. For the same oxygen partial pressure in
the arterial blood, the decrease in oxygen concentration would thus be less. This technique
could therefore guarantee, in theory, that the blood oxyphoric capacity was maintained. The
second approach is of course over-oxygenation of the water during the critical period, as we
did during this study. Lastly, a third approach, starving the prawns, can be envisaged. The aim
would be to avoid a post-prandial rise of O,-consumption and to manipulate the animal’s
blood acid-base balance status so as not to accentuate the decrease in the hemocyanin oxygen
affinity. In the crab Carcinus maenas, in normoxic water, regulation of blood pH at a lower
control value in post-prandial conditions than in pre-prandial conditions has been described
(Legeay and Massabuau 1999). This acidification reduces the O,-affinity of hemocyanin. This
change in control value has been interpreted as a mechanism to facilitate the release of oxygen
at cell level at a moment when O, demand linked with the cost of protein syntheses, is very
much increased, especially in the hepatopancreas (Mente et al. 2003). With regard to stress in
the prawn, in this study we have seen that a decrease in affinity plays a key role in the
question of mortality. There is therefore no point in providing food, which would be an
additional source of decreasing the blood’s oxygen affinity.

From a bio-technological point of view, it should be noted that the interest of these rearing
techniques lies in the fact that they can be classed in the category of soft technology since
they require only a manipulation of water salinity, which can be achieved by using a fresh
water — seawater mixture and by withholding food. In terms of cost, the input is minimal. The
addition of oxygen to the water should be considered as a further possibility, which could be
used occasionally, to counterbalance the mechanism which decreases the oxyphoric capacity
of the blood. It should also be noted that our results show that it is not necessary to use it
during the entire post-stress period. Oxygen added during the window corresponding to the
mortality peak should suffice. These suggested protocols still have to be tested on a large

scale in order to test their relative effectiveness.

Conclusions

In conclusion, the present data extends our knowledge of the underlying physiological
mechanisms that contribute to determine the geographical distribution of penaeid prawns L.
stylirostris. On the low edge of their thermopreferendum, when the animals are facing a
strongly stressful situation, an osmoregulatory induced impairment of the blood O,-transport

system is caused. Following handling stress, fatalities are frequent. Remarkably, they occur
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when the animals do not spontaneously raise their O, partial pressure in the blood but remain
at the low resting arterial blood PO, level characteristic of the low blood O,-strategy
(Massabuau 2001 and 2003; Massabuau and Soyez 2004). This therefore reinforces the idea
that maintaining a low blood and tissue O,-strategy is a fundamental, and powerful, drives in
many, if not all, water-breathers. We see here a dramatic consequence of this ubiquitous

characteristic.
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Résumé
|

En Nouvelle-Calédonie, les taux élevés de mortalité associés a une fragilité exces-
sive des crevettes sont un probléeme majeur des élevages pendant I'hiver et les
périodes de transition saisonniere. La conséquence de ce probléme spécifique, qui
se rajoute aux faibles taux de croissance en hiver, est un arrét de la production pen-
dant environ 3 mois, ce qui constitue un frein au développement de I'industrie.
Le but de cette étude est de documenter quelques aspects des déréglements phy-
siologiques liés 2 une manipulation et un transfert rapide de crevettes vers des
enceintes expérimentales maintenues a des températures comprises entre 20 et 28 °C.
Des crevettes ont été péchées dans un bassin d’élevage (T = 23-25 °C) de la ferme
expérimentale de Saint-Vincent (Nouvelle-Calédonie), entre septembre et octobre
2002, en utilisant une procédure standard, et transférées, dans un délai de 10
minutes, dans un bassin en béton extérieur ou en laboratoire dans des bacs en
PVC a la méme température. L'intensité du métabolisme aérobie, la capacité osmo-
régulatrice (CO) et la pression partielle d’oxygene dans le sang artériel (PaO,)
ont été mesurées en fonction du temps apres la manipulation. Les résultats sont
comparés aux données de référence obtenues au centre océanologique du Paci-
fique (Tahiti), ol les conditions d’élevage sont extrémement stables tout au long
de 'année, avec des températures comprises entre 26 et 28 °C. Le métabolisme
oxydatif de repos de L. szylirostris est exceptionnellement élevé. Les troubles majeurs
associés a une manipulation sont une stimulation transitoire de ce métabolisme,
une suroxygénation du sang et un effondrement de CO. Le phénomeéne se produit
dans les premieres heures (1 a 6 h). La chute de la capacité osmorégulatrice jus-
qu'a 160-170 mosm/kg est indépendante de la température et du site d’étude, ce
qui suggere que la phase initiale de rupture est principalement liée au stress de
la manipulation. La phase de récupération semble température dépendante: elle
est de 'ordre de 6 a2 7 jours a 20 °C et de 24 h a 28 °C a Tahiti. Lévolution de la
pression partielle d’oxygene dans le sang artériel de L. stylirostris est comparable
a ce qui avait déja été rapporté pour le crabe vert Carcinus maenas suite 2 un trans-
fert en laboratoire (Massabuau & Forgue, 1996) bien que, pour la crevette a 22 °C,
le retour a des valeurs de 1-2 kPa soit réalisé en uniquement 30 heures. Pour réfé-
rence, dans une eau équilibrée a I'air, PO, = 21 kPa. La manipulation entraine
donc en hiver des perturbations physiologiques plus profondes que prévues qui
pourraient expliquer partiellement 'exceptionnelle fragilité hivernale.
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Abstract
|

High mortality rates associated with excessive fragility are a severe problem in
shrimp farms during winter and seasonal transition periods in New Caledonia.
The consequence of this specific problem (associated with low winter growth
rates), is a stop of production for about 3 months, which is a bottleneck for the
development of the industry.

The aim of the present report was to document some aspects of the physiological
disturbance and time constant involved, following standard catching test and
rapid transfer of the shrimp from the pond to experimental tanks held at tempe-
rature ranging from 20-28°C. First, we showed that even at 20°C, their O,-
consumption is exceptionally high and comparable to tuna. Second, shrimps (wei-
ghing 38 g) were caught in a pond (T = 23-25°C) of the experimental shrimp
farm of St-Vincent (New Caledonia), from September to October 2002 using
standard procedures and transferred within 10 minutes in either outdoor concrete
tanks or indoor plastic tanks (20-28°C). Osmoregulatory Capacity (OC), partial
pressure of oxygen (PO,) in the arterial blood and whole body water content were
then measured as a function of time after fishing. Results are compared to refe-
rence data from the shrimp farm of Taravao, Tahiti, where temperature stays
constant all year round (26-28 °C).

The major trouble associated to shrimp catch, either in Tahiti or New Caledonia,
was a large change in OC associated to an outward water shift. Both phenome-
nons occured within the 1st hour of handling. The maximum drop was reached
by one hour. The drop of OC was = 60 mosm/kg and was independent of tempe-
rature change and field location, which suggests that the major drive was the ini-
tial stress itself. Importantly, the recovery was temperature dependent and took
as long as 6-7 days at 20°C in comparison with 24 h in Tahiti at 28°C. Despite
these costly ionoregulatory disturbances, the arterial PO, increased within the first
hour but recovered at only 1-2 kPa by 30 h as previously described for the green
crab C. maenas following transfer from the field to the laboratory (Massabuau &
Forgue, 1996). For reference, PO, = 21 kPa in air-equilibrated water. Due to the
low shrimp blood O,-carrying capacity and its excessively high O,-demand, the
whole data set suggests an important heart work overload. It is concluded that
handling represents a dramatic event with unexpected long-term physiological
disturbances. It may partly explain excessive winter fragility.

Introduction
|

La crevette pénéide Litopenaeus stylirostris, espéce cultivée en Nouvelle-Calédonie,
est originaire du Pacifique. Son aire de répartition originelle va du nord du
Mexique, ou la température maximale peut atteindre 30 °C, au nord du Pérou ou
les minima passent rarement en dessous de 20 °C, ce qui illustre les limites ther-
miques de I'espéce. Dans les fermes de Nouvelle-Calédonie, c’est en 1993, a
I’époque de la saison fraiche ol les températures nocturnes peuvent étre signifi-
cativement inférieures a 20 °C, qu'une pathologie saisonniére a caractére épizoo-
tique a fait son apparition. Cette maladie, qui a re¢u le nom de « Syndrome 93 »
a été attribuée a une bactérie, Vibrio penacicida (Costa et al., 1998a). Les contraintes
induites, principalement I'abandon des élevages de saison fraiche comme princi-
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pale parade sanitaire, ont entrainé une baisse de la production néo-calédonienne.
Le «Syndrome 93 », qui touche la majorité de la filiere, est aujourd’hui un pro-
bléme majeur a résoudre en termes de finalité économique et une piste centrale est
I'aspect pathologie. La présence de Vibrio penacicida (Mermoud et al., 1998) toute
I'année dans tous les élevages (y compris ceux ou le syndrome ne se déclenche pas)
et le synchronisme de son apparition aux saisons de fortes variations thermiques
ont cependant conforté I'idée que la seule présence de la bactérie n’était pas suffi-
sante pour rendre compte des mortalités. Un effort important a donc été fait par
le laboratoire aquacole de Calédonie (LAC) a Saint-Vincent sur la description de
I’état des bassins et leur gestion globale. Lobservation a fait apparaitre entre autres
une forte relation entre le déclenchement du syndrome et le régime de tempéra-
ture quand il atteint des minima en saison hivernale entre 18 et 22 °C. On sait
maintenant que les périodes hivernales ainsi que d’entrée et de sortie de 'hiver cumu-
lent les déficits dans les élevages, et qu’on assiste alors a une véritable « pénurie
trophique » (Della Patrona e 2/., en préparation). Cette « pénurie trophique », qui
n’est pas compensée par I'aliment commercial, pourrait étre a 'origine de carences
nutritionnelles des animaux qui deviendraient ainsi plus sensibles au régime ther-
mique typique de cette période (Chim ¢z 2/., 2001 ; Lemaire ez /., 2002).

D’un point de vue physiologique, ce qui caractérise certainement le plus les L. szy-
lirostris sélectionnées pour I'aquaculture est une croissance rapide et une fragilité
importante face aux stress. Un des buts de notre travail a été de caractériser les varia-
tions de leur niveau métabolique dans ces conditions et d’aborder les principes de
la gestion des besoins en oxygéne dans le cadre de la théorie des faibles niveaux d’oxy-
génation. Lidée globale est que L. szylirostris, avant et aprés un repas en normoxie
et indépendamment de la température, devrait fonctionner avec des pressions pat-
tielles d’oxygene, PO,, dans le sang artériel exceptionnellement basses comme de
trés nombreux animaux aquatiques (= 1-2 kPa; pour comparaison, PO, dans le sang
artériel humain est 10-14 kPa et dans I'air ou dans une eau aérée, 21 kPa; Massa-
buau, 2001, 2002). Le fonctionnement avec d’aussi faibles PO, dans le sang pose
bien stir de nombreux probléemes puisque les animaux qui suivent cette stratégie
fonctionnent a la limite du seuil d’anaérobiose (0,7-0,8 kPa), c’est-a-dire du manque
d’oxygene au niveau cellulaire (Forgue ¢z 2/., 1992 ; Legeay & Massabuau, 2000).
Tout probléme venant interférer avec les processus de transfert des gaz du milieu
ambiant jusqu’a la cellule peut alors avoir des implications fatales.

Pour aborder ces problémes, nous avons étudié les mécanismes mis en jeu au
moment de la phase de rupture d’équilibre qui suit une manutention représen-
tative de celles qu'on impose dans les fermes d’élevage. Nous avons, d’une part,
érudié I'intensité et I'évolution du métabolisme aprés une manipulation de quelques
minutes en laboratoire et, d’autre part, nous avons analysé les mécanismes de
régulation des échanges ioniques et respiratoires suite a un transfert du terrain au
laboratoire (Massabuau & Forgue, 1996). En Nouvelle-Calédonie, cet acte s’ac-
compagne d’une tres forte mortalité en hiver, atteignant un maximum apres 2-3
jours. Le méme geste est sans conséquence en été. Tout au long de ce travail, 'état
des animaux a Tahiti est pris comme référence. Deux raisons expliquent ce choix.
La premiere est que L. stylirostris produite en Nouvelle-Calédonie provient de la
souche qui avait été d’abord implantée a Tahiti, o elle ne fait pas 'objet d’exploitation
intensive. La seconde raison concerne les conditions d’élevage a Tahiti, extréme-
ment stables tout au long de I'année, sans variation notable de température en
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dehors de la plage 26-28 °C. Les premiers résultats présentés ici font partie d'une
these en cours (theése Nelly Wabete).

Matériel et méthodes
|

Les expériences rapportées ont été réalisées au LAC, laboratoire aquacole de Calé-
donie a Saint-Vincent (Nouvelle-Calédonie) a la fin de I’hiver 2002. Les animaux
(38,5 + 0,6 g) utilisés proviennent principalement des élevages extensifs de la sta-
tion de Saint-Vincent (0,5 4 2 animaux par métre carré, dans des bassins de 1200
m?). Ces élevages sont exclusivement orientés vers la production de géniteurs.
Des animaux juvéniles provenant de la ferme Sodacal ont également été utilisés.
Le prélévement des animaux dans les bassins était fait a I'épervier, ils étaient
ensuite transférés au laboratoire dans des bailles en plastique d’environ 50 litres.
Une fois au laboratoire, la destination des animaux était fonction de I'expéri-
mentation ; ils étaient mis soit dans un bassin en béton (15 m?), soit dans des bacs
en plastique (250 1) thermorégulés. Quel que soit le systeme de bac considéré, I'eau
était oxygénée en continu par injection d’air surpressé. Au cours de cette phase
de stabulation, les crevettes étaient nourries avec un aliment expérimental com-
plet (farine de poisson et de crustacés, huile de poisson, blé, soja, vitamines, oligo-
éléments, gluten) a 5 % de leur biomasse totale.

Analyses

Détermination du stade de mue. La détermination des stades de mue est basée
sur les travaux de Drach & Tchernigovtzeff (1967). On observe, sous loupe bino-
culaire, la base des soies des écailles antennaires ou de I'uropode.

Mesure de la consommation d’oxygéne. En bref, la consommation d’oxygéne,
MO, (umol.min ! .kg™!, rapportée au poids frais, PF), était mesurée dans un res-
piromeétre en circuit ouvert (V = 850 ml) placé sur une table antivibratoire. Un
schéma de principe du dispositif est présenté dans la section Matériel et méthodes
dans Massabuau ez z/. (1984). La chambre a2 métabolisme et ’électrode étaient main-
tenues a la température étudiée (18 ou 20 °C). La chambre était alimentée en
continu (débit de renouvellement, Vw) par une eau de mer saturée en oxygeéne par
bullage d’air (PO, = 21 kPa). Un systéeme de vannes commandées a distance per-
mettait de mesurer successivement la valeur de PO, de 'eau entrant (P;, O,) et
sortant (P, O,) de la chambre du respiromeétre et ainsi d’effectuer un étalonnage
journalier de Iélectrode. Une hélice (¢ 55 mm, vitesse de rotation 1 tour.sec’!)
assurait une homogénéisation au sein du respirometre de telle sorte que les carac-
téristiques physico-chimiques de 'eau sortant de la chambre soient les mémes que
celles de I'eau inspirée par I'animal. Ces valeurs étaient mesurées en continu par
une électrode polarographique a oxygene. Cette électrode était reliée a un systéme
informatique permettant 'enregistrement en continu de la valeur de PO, par le
logiciel SHRIMP (développé par Gaél Guillou et Hervé Chartois, Crema L'Hou-
meau, Ifremer-CNRS).

La consommation d’oxygéne, MO, (umol.min-1.kg-1), était calculée en appliquant
le principe de Fick a I'état stationnaire :

MO, = Vw - 0O, - (P;, O, — P, O,)
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Préléevements sanguins. Les prélevements de sang artériel (100 a 150 pl), desti-
nés a la mesure de PO, artériel, étaient réalisés a I'aide d'un capillaire en verre équipé
d’une aiguille hypodermique introduite dans la cavité cardiaque, directement a
travers la cuticule. Le sang artériel monte alors spontanément et par a-coups dans
le capillaire et I'observation de ces battements permet de vérifier l'origine arté-
rielle du sang ponctionné. La fiabilité de cette technique a été discutée dans des
publications antérieures (Forgue ¢f al., 1992 ; Massabuau & Forgue, 1996). Le
sang veineux était ponctionné au niveau du sinus infrabranchial (sang prébran-
chial) a I'aide d’un second capillaire en verre que 'on piquait ventralement sous
le céphalothorax au niveau de la premiére paire de pléopodes. Les temps de pré-
levement (sortie de I'animal de I'eau sans perturber les congénéres et prélévement
d’hémolymphe) n’excédaient pas la minute. Apres le prélévement, le capillaire était
bouché et déposé sur la glace pour ralentir le métabolisme et les phénomenes de
coagulation. Le début des analyses était effectué dans la minute qui suivait.
Oxygénation du sang. La PO, artériel était déterminée dans les 3 minutes qui sui-
vaient le prélevement sur 100 pl d’échantillon avec une électrode polarographique
a oxygéne (Radiometer ES046) thermostatée a la température des bacs d’élevage
et de maintenance. L'électrode était préalablement étalonnée avec des solutions a
PO, = 0 et 21 kPa.

Pression osmotique. La mesure était effectuée au moyen d’'un osmomeétre Wes-
cor 5520 a tension de vapeur. La capacité osmorégulatrice (CO) correspond a la
différence entre la pression osmotique de 'hémolymphe et celle du milieu d’éle-
vage (Charmantier ez /., 1989).

Résultats
|

Mesures de O, préprandial aprés une manipulation a 20 °C

Lévolution du métabolisme aérobie de L. szylirostris aprés une manipulation est
caractérisée par des enregistrements tres instables avec une alternance activité-repos
présentant un rythme confus comme le montre I'enregistrement typique de la
figure 1A. Les phases d’activité sont fréquentes, correspondant & un animal qui
bouge constamment avec un métabolisme de repos difficile a appréhender. La
figure 1B présente les valeurs moyennes obtenues chez les animaux en normoxie
qui correspondent aux minima mesurés. On arrive 2 un plateau environ en 24 heures.
La valeur moyenne de repos déterminée dans ces conditions est 86,8 =
2,8 pmol/min/kg PF (n = 10 animaux). Dans les 2-3 premieres heures apres le
transfert, elle atteignait 163,7 + 10,2 pmol/min/kg PF. La figure 2 permet la
comparaison avec une sélection de données représentatives de mesures publiées
chez divers crustacés et poissons. On voit que, d une facon globale, le métabolisme
«de repos » mesuré chez L. stylirostris est parmi les plus élevés. Il est le double de
celui de la truite Oncorhynchus mykiss et du saumon Salmo salar et se compare a celui
de tunidés. Ces données confirment les mesures faites par C. Soyez au COP a Tahiti
(voir Massabuau & Soyez, méme volume) dans des conditions expérimentales com-
parables. Le métabolisme oxydatif de L. stylirostris est donc exceptionnellement
important par rapport a celui des autres crustacés. Le phénomene est probable-
ment a mettre en relation avec la croissance rapide de l'espece.
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Déreglement des échanges ioniques et respiratoires

Les figures 3A et 3B montrent 'évolution de la capacité osmorégulatrice (CO), et
de la pression partielle d’O, dans le sang artériel (PaO,), d’animaux capturés a I'éper-
vier en bassin d’élevage a t, (22 °C) et transférés en bac en béton de stabulation
a la méme température.

2
50 A
200 . .
PN Ao A Figure 1 AetB
oo JU N A c -

150 1+ A A Evolution de la consomma-
2 Y oW PR tion d'oxygéne chez la cre-
E 100 4 AL vette L. stylirostris aprés une
= 50 manipulation de quelques
g minutes pour un transfert
= 9 . . . . . dans un respirometre. (A)
S 0 5 10 15 20 25 enregistrement typique d'un
IS 200 - individu. (B) évolution moyen-
kS B ne chez 7 animaux. En B,
E 1501 §\ seuls les minima, représenta-
2 5 tifs d’'un métabolisme basal,
S ~ — ont été pris en considération.
© 1004 __________ ": s — o= ——o0_ P

50 A
0 T T T T T T T T
0 10 20 30 40
Temps, heures

120 | | | T. albacares ©
=
1S 1 B ; ] ]

S L. stylirostris
< T
g 80 . g
=
é\‘ - 4
S 0. mykiss ®
g C. maenas3 | salar®_
g 404 ’ 1=
s H. gammarus 2
§ | A. leptodactylus ! |
20 °C 13°C(15°C|15°C 15 °C |15 *C|| 29 “C
0

Figure 2 - Valeurs de consommation d'oxygene «au repos» (Mo,, moyenne + 1 ES) chez quelques espéces
d’animaux aquatiques (normoxie, salinité > 25 %o). | Massabuau & Burtin, 1984 ; 2 Butler et al., 1978 ; 3 Taylor
& Butler, 1978 4 Maxime et al., 1990; 5 Ott et al., 1980; © Korsmeyer et al., 1996. La valeur chez L. styli
rostris est supérieure a celles des salmonidés et approche celle de tunidés.

Les résultats de Nouvelle-Calédonie pour la CO (tig. 3A; symboles foncés) sont
comparés a ceux des analyses réalisées en référence a Tahiti (symboles clairs ; Lignot,
1995). 1l est remarquable de constater que, dans les conditions «optimales » de
Tahiti (a 28 °C), la chute de CO est de la méme amplitude qu'en Nouvelle-Calé-
donie mais que la récupération liée au transfert est réalisée en 24 h alors que, dans
les conditions hivernales néo-calédoniennes (20-22 °C), la perturbation se prolonge
pendant 6-7 jours. Lévolution des valeurs moyennes de PO, artériel est présentée
sur la figure 3B. Ces valeurs culminent a 4-5 kPa juste aprés la manipulation et
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diminuent progressivement pour atteindre un niveau stable et faible a partir de 24
a 48 heures. La figure 4 présente les valeurs les plus fréquemment mesurées (cor-
respondant aux modes) et leur distribution en fonction du temps. Elles sont, dés le
début, dans la gamme 1-3 kPa mais on voit bien que la diminution de la moyenne
observée sur la figure 3B correspond a la disparition des valeurs élevées. Le phéno-
mene est caractéristique d’animaux perturbés, présentant une activité instable (voir
Uenregistrement de la fig. 1A) et hyperventilant de fagon transitoire avec des phases
de repos. Il est intéressant de voir que ces perturbations de I'oxygénation du sang
sont tout a fait comparables a celles qui avaient été rapportées chez le crabe Carci-
nus maenas a la suite d’'une péche et de transferts entre le bassin d’Arcachon et la
station marine d’Arcachon (Massabuau & Forgue, 1996).

A | Péche - transfert

250 28 °C, été, Tahiti

22 °C, sept. 2002, N. Cal

CO (mOsm/kg)
o
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Figure 3 - Caractérisation du stress chez L. stylirostris en saison fraiche lors d'une péche et d'un transfert a
22-23 °C en septembre (symboles noirs) et comparaison avec la référence de Tahiti a 28 °C (symboles clairs).
(A) Impact sur la capacité osmorégulatrice et (B) sur la pression partielle d'0, dans le sang artériel (moyenne
+ 1 ES; n = 10-12 par point expérimental).
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Discussion
|

Ce travail rapporte les résultats préliminaires d’'une étude de physiologie respira-
toire et des échanges ioniques sur les mécanismes de mortalité hivernale associés
aux manipulations chez la crevette pénéide d’élevage, Litopeneanus stylirostris, implan-
tée en Nouvelle-Calédonie depuis plus de 20 ans.

En bref, nous montrons que L. stylirostris a un métabolisme oxydatif de repos
exceptionnellement élevé et comparable, lorsqu’il est exprimé par unité de poids,
a celui d’un tunidé. Nous montrons, de plus, que toute manipulation du type péche
et transfert entraine une forte stimulation du métabolisme, de profonds désordres
de la balance hydrominérale et des changements significatifs de 1'état d’oxygéna-
tion du sang qui prennent un a plusieurs jours pour étre compensés. Ces résul-
tats illustrent les perturbations physiologiques que subissent les animaux soumis
a des perturbations liées a la manipulation et I'expérimentation en hiver. On sait
qu’a cette période des mortalités trés importantes accompagnent toute manipu-
lation et transfert en Nouvelle-Calédonie. Par exemple, en ce qui concerne les
mesures de métabolisme, nous montrons que, suite a une manipulation, le méta-
bolisme est fortement stimulé pendant une période de 24 h avant d’atteindre un
état stationnaire de repos dans nos conditions expérimentales. Pour bien évaluer
I'importance du phénomene et la sensibilité des animaux, il est important de se
rappeler que (i) 'aquarium de maintenance et le respirometre étaient placés dans
la méme piece et (ii) le temps de manipulation total était seulement de 1 a 3
minutes pour la mise en place des animaux. La manipulation agit donc de fagon
rapide (dés les premiéres minutes ou secondes) et importante. Cette question de
la difficulté des mesures de métabolisme est peu discutée, car toujours embarras-
sante, mais a fait 'objet de revues occasionnelles (Herreid, 1980 ; Steffensen,
2002). Comme nous 'avons déja fait remarquer, I'évolution de la pression par-
tielle I’O, dans le sang artériel observée est comparable a ce qui avait déja été rap-
porté dans le cas d’'un transfert laboratoire-terrain pour Carcinus maenas a Arca-
chon bien que, pour L. stylirostris a 22 °C, le retour a la normale soit réalisé en
environ 30 h au lieu de 6 ja 15 °C pour Carcinus. Les causes de la différence sont
bien stir multiples. En plus de différences d’espece et de température, il faut pré-
ciser qu'a Arcachon les crabes capturés par un pécheur professionnel avaient fait
un séjour a sec en chambre froide pendant environ 24 heures.

La chute initiale de capacité osmorégulatrice (pour rappel, I'animal régule une pres-
sion osmotique, PO, dans son sang largement inférieure 2 PO dans 'eau de mer
et une chute de CO correspond donc a une diminution de APO entre eau et sang)
correspond a une augmentation de la concentration ionique dans I'animal qui
peut étre expliquée par différents mécanismes. Elle peut étre le résultat (1) d'une
entrée nette d’ions ou (2), dans une optique dynamique, d'une entrée constante
couplée a une extrusion qui aurait chuté. Par analogie avec des mécanismes qui
ont déja été décrits chez les poissons, le phénomeéne pourrait étre consécutif 2 une
décharge de type catécholaminergique associée au stress et agissant a la fois sur
les perméabilités branchiales et le contrdle urinaire.

Nos travaux montrent que toutes les perturbations de la balance hydrominérale
que nous venons de décrire se déroulent alors que la pression partielle d’oxygene
dans le sang artériel évolue de 4-5 kPa apres la manipulation jusqu’a une valeur
plus faible et sensiblement constante. Dés 26 h, la valeur la plus fréquemment
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mesurée est alors en permanence dans la gamme 1-3 kPa. Cette observation sug-
gere, vu les troubles de pression osmotique et les effets que 'on connaft sur l'af-
finité de ’hémocyanine chez les crustacés (une augmentation de PO sanguine est
associée a une diminution de l'affinité du pigment respiratoire pour O,, voir Tru-
chot, 1987), que la concentration d’O, dans le sang devrait diminuer. Le phéno-
mene correspond a une diminution de la capacité de transport d’O, par le sang
et devrait impliquer une augmentation potentielle du débit cardiaque qui pour-
rait éventuellement se conclure par un accident cardiaque. On aurait peut-étre ici
une partie de 'explication des mortalités a court terme en période hivernale lors
des manipulations d’animaux.

Application aux problémes d’échantillonnage expérimental et de mortalité

des pénéides en élevage

Lensemble des données présentées dans ce rapport montre donc I'impact insoup-
conné, en termes d’amplitude et de durée (6-7 j), que peut prendre un geste qui
pouvait paraitre aussi anodin qu’une péche et un transfert sur quelques centaines
de meétres en hiver, et en quelques minutes, dans une ferme d’aquaculture. En termes
pratiques, ce résultat devrait déja intéresser la filiere de production des animaux
reproducteurs. En effet, une fois que les géniteurs ont atteint la taille de repro-
duction en bassin de terre, ils sont péchés et transférés dans 1'écloserie dans des
conditions identiques a celles décrites pour nos expérimentations. Or, cette étude
suggere deux choses qui nous paraissent dignes d’étre considérées. La premiére est
qu’en hiver le temps nécessaire a la récupération est excessivement long a 20 °C
mais qu'un transfert dans un bac a 25-28 °C parait favoriser une récupération
rapide des animaux et diminuer les mortalités. La seconde est qu'apres la péche,
si on considere le cas des femelles pubéres par exemple, les perturbations rappor-
tées sont parfaitement capables d’affecter la vitellogenése secondaire, ¢’est-a-dire
I'accumulation de vitellus exogene dans 'ovule. Des analyses complémentaires
seraient bien s{ir indispensables mais on peut sans doute d’ores et déja reconsidé-
rer la stimulation de la vitellogenése et des pontes par épédonculation durant
cette phase de récupération. On devine en tout cas clairement une partie de ce que
doit entrainer cette manipulation classique sur leur physiologie.

Méthode d’échantillonnage sanguin: Du point de vue de la recherche et des
expérimentations, nos résultats doivent clairement alerter sur les possibles biais
des protocoles de mesure de I'état de stress des pénéides. Il est évident que le
simple fait de manipuler I'animal, méme avec le plus grand soin apparent, peut
avoir un impact énorme sur sa réponse physiologique. De nombreuses analyses doi-
vent étre faites soit sur des prélevements réalisés en quelques secondes, soit sur
des animaux longuement acclimatés.

Mortalité des pénéides en élevage : Le Syndrome 93 qui atteint la Nouvelle-Calé-
donie se traduit par des mortalités importantes des élevages, regroupées en entrée
et en sortie de saison froide. Ces périodes sont caractérisées par une descente
importante de la température de 1'eau et des variations nycthémérales impor-
tantes. Ces conditions particuliérement contraignantes, d'une part, affaiblissent
I'animal qui n’arrive plus a maintenir son homéostasie ionique et, d’autre part, se
traduisent notamment par un appauvrissement de I'apport trophique du bassin.
Lensemble de ces phénomenes est de toute évidence a l'origine de désordres du
milieu d’élevage. Nos résultats apportent de nouveaux éléments de compréhension
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sur 'affaiblissement de ’animal durant les saisons de transition (entrée et sortie
de saison froide) qui le rendrait plus sensible au pathogéne, le Vibrio penacicida.
Laffaiblissement de 'animal peut étre relié a un effet direct des variations ther-
miques ou a un effet secondaire au travers d'un stress nutritionnel. En effet, c’est
durant ces périodes que 'animal est le plus exposé aux carences nutritionnelles.
Les capacités d’apport trophique sont appauvries dans les bassins alors qu’il y a
une moindre capacité de la crevette a utiliser 'aliment et qu’on assiste a une aug-
mentation des besoins en acides gras polyinsaturés en réponse aux températures
hivernales (Galois, comm. pers.).

Face au Syndrome 93, la solution, qui ne saurait étre que provisoire, employée par
la filiere a ce jour est d’arréter la production durant ces périodes a haut risque. Cette
solution a pour conséquence la concentration de toute la production sur un seul
cycle d’élevage au lieu de deux cycles normalement. Le groupement de la production
sur 8 mois de I'année est a 'origine d’une désorganisation des activités amont et
aval se traduisant par des périodes d’engorgement au niveau des écloseries et de
I'usine de conditionnement. Ces deux activités se retrouvent alors pratiquement
a produire en flux tendu, ce qui ne permet aucune marge d’erreur. C'est dans une
telle circonstance que des difficultés rencontrées en élevage larvaire au cours de
I'année 2001 ont été a l'origine d’'un manque a gagner de 'ordre de 200 tonnes
de crevettes.

Les outils mis en ceuvre au cours de cette étude nous permettent d’évaluer de
fagon reproductible I'état physiologique de I'animal, notamment, sa capacité de
réponse a un stress envisagé sous l'angle de 'amplitude des dérégulations et du
temps nécessaire de son retour a un niveau de référence. Le couplage de ces outils
avec des recherches en nutrition devrait nous permettre de mieux évaluer les
besoins nutritionnels exprimés par les crevettes lors de stress occasionnés par leur
environnement d’élevage. A moyen terme, on devrait donc ainsi aboutir a une
amélioration des pratiques en élevage qui passent également par I'amélioration
d’aliments permettant d’augmenter la tolérance aux contraintes du milieu et la résis-
tance aux pathogenes.

Conclusion
|

Les forts niveaux métaboliques qu'on mesure chez L. stylirostris demandent dans
I'absolu deux choses: au niveau environnemental, des conditions d’oxygénation
optimales, une physico-chimie de I'eau stable (température, O,, CO,, pH, salinité)
et un apport trophique adapté et varié; au niveau cellulaire, une gestion optimi-
sée des apports d'O,, de I'élimination de CO, et de ce qui apparait aujourd’hui comme
un des «déchets » du métabolisme oxydatif les plus toxiques, les radicaux libres
ou ROS (Reactive Oxygen Species). Or, chez les poikilothermes, tout changement
de température est associé a des changements de métabolisme, d’état acide-base du
sang, des capacités de transport des gaz du sang et de régulation des échanges
ioniques. Dans ce contexte, il est clair qu'une meilleure connaissance des particu-
larités physiologiques de I'espece (et sa fragilité face a divers stress) est une piste
qui devrait permettre de mieux comprendre les raisons de la fragilisation de I'ani-
mal aux périodes critiques de 'élevage et 7z fine de I'expression des Vibrios.
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CONCLUSIONS

Les travaux présentés dans ce chapitre sont une analyse des mécanismes de mortalité
des crevettes L. stylirostris qui surviennent lors des manipulations en période hivernale. Nous
avons replacé cette problématique dans le cadre des limites d’un thermopreferendum chez les
animaux aquatiques. Dans ce contexte de thermopreferendum, et alors que les animaux non
perturbés (mais a la limite basse de leur plage thermique) ne meurent pas, I’acte de péche-
manipulation-transfert a été utilisée comme un outil permettant la mise en évidence d’une
fragilité sous-jacente. Il est clair que cette fragilité, révélée par la manipulation, caractérise un
état de faiblesse limite de I’animal qui ne peut que favoriser I’expression de toute pathologie
rampante. Dans ce contexte, et alors qu’il est bien sir irréaliste de vouloir manipuler la
température en bassin, tout renforcement de 1’état physiologique de la crevette est
naturellement favorable. Un élément clé, comme par exemple I’apport d’un aliment approprié
(qualité et quantité), pourrait donc étre crucial et c’est pour cela que nous travaillons par
ailleurs sur ce probléme. Pour conclure sur ce plan zootechnique, on peut donc dire dans le
cadre du syndrome 93 que I’élevage de crevettes L. stylirostris aux limites basses de son
thermopreferendum prépare le lit de I’expression du vibrio.

Nos résultats montrent que suite a la manipulation, les animaux présentent une
augmentation de la pression osmotique dans leur sang (diminution de la capacité
osmorégulatrice) qui est couplé & une diminution transitoire de la capacité de transport de
I’oxygene par I’hémocyanine. Cette diminution de capacité de transport est synchrone avec le
retour « post-stress de manipulation » des pressions partielles d’oxygene aux valeurs basses
réglées chez les animaux aquatiques. C’est le synchronisme de ces deux cinétiques qui a notre
avis est la cause premiere des mortalités observées. En effet, la faible capacité oxyphorique du
sang chez 1’animal stressé implique une augmentation de son débit cardiaque pour continuer a
alimenter les tissus en oxygene.

Nous avons testé cette hypothése en manipulant I’oxygénation de 1’eau de fagon a
forcer I’entrée d’oxygene dans I’animal afin d'obtenir une compensation a I’insuffisance
respiratoire mise en évidence entre 24 et 72 h. L hyperoxygénation de 'hémolymphe ainsi
obtenue de 1-3 kPa aux environs de 5-6 kPa a pratiquement totalement aboli les mortalités

observées. Nous avons également décrit une situation, exceptionnelle selon notre expérience
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de terrain, ou en sortie de période hivernale, les animaux ont spontanément présenté une
suroxygénation du sang.

Comme nous l'avons rappelé dans le chapitre introductif, une fois que les animaux en
bassin ont atteint la taille de reproduction, ils sont péchés et transférés en écloserie dans des
conditions identiques a celles décrites pour nos expérimentations. En hiver, les mortalités des
géniteurs consécutives au stress de manipulation, peuvent alors étre massives et représenter
un réel probléme économique pour 1'écloserie.

En nous basant sur nos observations ainsi que sur les acquis de la littérature, nous
avons propos¢ quatre stratégies pour contrecarrer ces phénomenes :

- réduire I’augmentation de la pression osmotique sanguine de fagon a limiter a
Iorigine I’effet sur [Daffinit¢ du pigment respiratoire (nécessite des analyses
complémentaires);

- interrompre ’apport d’aliment car en période post prandial, une acidification
du sang a été rapportée chez le crabe (Legeay ef al. 1999) ;

- élever la température afin d’accélérer les mécanismes de pompage ionique
permettant de rétablir la pression osmotique originelle.

- et dans les cas extrémes, une sur-oxygénation du milieu avec un mélange

enrichi en oxygene pur (limitée a la période 24-48 h) pourrait étre envisagée.

Nous avons testé les trois premiers protocoles, les plus accessibles techniquement,
dans le chapitre suivant. Dans un premier temps, les expériences préliminaires ont été
effectuées avec des animaux sub-adultes, puis avec des géniteurs, dans I'écloserie
expérimentale du laboratoire. Le protocole ainsi défini a ensuite été¢ appliqué en grandeur

réelle, dans une écloserie commerciale.
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INTRODUCTION

Nous venons de voir dans le chapitre précédent que les processus de mortalité en
période hivernale, lors des manipulations liées a la péche et au transfert de bassins d’élevage
au laboratoire (et/ou dans les locaux destinés a la reproduction artificielle des géniteurs),
peuvent étre expliqués par une diminution de la capacité oxyphorique du sang couplée a un
retour des pressions partielles d’oxygeéne d’une valeur «stressée » a une valeur basse de repos.
La concomitance de ces deux phénomeénes aboutit & une diminution de la concentration
sanguine d’O; qui implique, en toute hypothese, une augmentation du débit cardiaque. In fine,
la tachycardie qui en résulte devrait conduire a un accident cardiaque conduisant a la mort
sinon a un profond affaiblissement de ’animal’.

Nous avons ainsi montré que la diminution de la capacité de transport d’oxygene par
le sang était induite initialement par une augmentation de la pression osmotique sanguine.
Nous avons conclu le chapitre précédent en proposant plusieurs protocoles, qu’on pourrait
qualifier de «solutions douces » (dans le sens ou, d’un point de vue zootechnique, elles
n’impliquent pas ’utilisation de « médecines ») pour contrecarrer le phénomene. Dans ce
chapitre nous avons testé ces protocoles, soit isolément, soit en association.

Nous verrons que I’emploi raisonné et en synergie de ces solutions permet de réduire
de fagon drastique la mortalité lors de la manipulation des crevettes. Nous montrerons que nos
solutions ont été appliquées avec le plus grand succes a des animaux aussi fragiles que des

géniteurs et que I’application en ferme d’élevage est d’ores et déja réalisée.

! Dans le cadre de cette thése nous n’avons pas pu, faute de matériel disponible a St Vincent, tester cette
hypothéese mais il est évident que c’est un travail qui devrait &tre mené prochainement.
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Abstract

The consequences of handling stress (fishing, transfer, eyestalk ablation) on shrimp

broodstock are poorly documented. The weakness of farmed shrimp, Litopenaeus stylirostris,

during winter is a major problem in New Caledonia, because of seasonal climate (tropical-sub
temperate). The transfer of broodstock in winter from earthen outdoor ponds to indoor
maturation tanks in the hatchery (T = 20°C, Salinity = 35%o, fed shrimp) usually leads, after
48 hours, to high mortality (up to 70%). Eyestalk ablation to induce ovarian maturation in
females leads to further mortality.

Starting from a background analysis of physiological disturbances (initial
osmoregulatory imbalance) associated with handling stress (Wabete et al., 2004), we
developed a protocol using a soft technology, based on modifications of water salinity,
temperature and feeding regime. The aim was to minimize problems of osmoregulatory
imbalance and associated mortalities. The protocol we developed, called the LSD OT protocol
(Low Salinity and Diet, Optimal Temperature), was first evaluated on sub-adult shrimp (20-
25 g) and then applied to broodstock. Survival after transfer and following eyestalk ablation,
as well as reproductive achievement (spawning rate, nauplii number) was considerably
improved when shrimps were transferred under "physiological comfort" i.e. warmed
isosmotic water (26 °C and 26%o) and unfed for 3 days. This new handling protocol, based on
a better control of salinity, temperature and feeding conditions, has been transferred
successfully to private hatcheries and already contributes to an increased profitability of New-

Caledonian shrimp industry.

Key words: Shrimp, Litopenaeus stylirostris, broodstock, handling stress, spawning, eyestalk

ablation.
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1. Introduction

In 2004, New Caledonia produced 2,200 tonnes of top quality farmed shrimps. The

whole caledonian production is based on a single species, Litopenaeus stylirostris, endemic to

the Pacific coasts of Central and South America (from Mexico to northern Peru) (Pérez-
Farfante and Kensley, 1997). The control of the complete life cycle (AQUACOP, 1979) and
the development of specific rearing techniques (AQUACOP, 1983; Galinié, 1989) have
allowed this introduced species’ commercial farming since 1980.

After being reared in earthen ponds, broodstock are harvested and transferred to the
hatchery where they are conditioned for reproduction (Galinié, 1989). The handling during
transfer and eyestalk ablation of the females cause a high mortality rate, observed in all the
hatcheries both in cold and hot seasons. Consequently, 20,000 broodstock shrimps (males and
females) must be reared to obtain the 200 million post-larvae necessary to stock in the grow-
out ponds.

Eyestalk ablation is carried out a few days after the shrimps' stocking into the hatchery,
to induce ovarian maturation and spawning (Chamberlain and Lawrence, 1981; Ottogali et al.,
1988). Each eyestalk contains a neuroendocrine complex that synthesises and secretes the
Gonado Inhibiting Hormone (GIH) (Charniaux-Cotton, 1985). The removal of one source of
GIH is sufficient to prevent the inhibition of vitellogenesis and trigger ovarian maturation.
This ablation is obviously a stressful factor which affects many aspects of the animal’s
physiology including the immune system (Perazzolo et al., 2002) and can alter the survival of

the broodstock (Browdy, 1992). In the shrimp Penaeus notialis, Rosas et al. (1993) reported

that the stress caused by unilateral eyestalk ablation led to an increase in ventilatory activity
and a decrease in oxidative metabolism.

The metabolic and physiological effects of the handling of crustaceans have been less
studied. In L. stylirostris, osmotic homeostasis approximately equals 810 mosM.kg™' when
water temperatures are between 20 and 28 °C. Handling stress of the animal during transfer
into a hatchery leads to disturbances in osmoregulation and oxygen transport from the gills to
the tissues. In particular, a decrease in oxygen affinity of hemocyanin caused by an increase in
osmotic blood pressure has been demonstrated, whereas partial oxygen pressure in the arterial
blood remains stable. It has also been shown that shrimp transferred at 25-28 °C requires 24 h
to recover its osmoregulatory capacity (OC), while in winter, at 22 °C, recovery time can be
as long as 5 to 7 days (Wabete et al., 2004). These disturbances are associated with problems

of oxygen supply which weaken the animals and could ultimately result in a heart attack.
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A similar result has been described in the case of acid rain toxicity mechanisms and
hydromineral disturbances induced in fish (Wood, 1989).

In this study, based on our analysis of ionoregulation problems caused by the handling of L.
stylirostris (Wabete et al., 2004), we have perfected a protocol using a “soft” technology
which could reduce the results of handling stress and the associated mortality. Our approach
was based on adjustments to salinity, temperature and feeding regime. The protocol was
tested in New Caledonia on sub-adult shrimps and broodstock in experimental and
commercial hatcheries. The transfer conditions were evaluated according to the survival and
the reproductive achievement of the broodstock: maturation of the females, fecundity and
number of nauplii per spawn. As the problems associated with handling began with an
imbalance in the ion exchange system, the idea was: (i) to manipulate water salinity in order
to limit ion and water exchanges and the associated variations in blood pH (Truchot, 1987);
(i) to promote the functioning of ion exchange systems by returning to the optimal
temperature for the species; (iii)) to avoid feeding shrimps in order to limit oxygen
requirements, to minimize use of gas transport system and transbranchial ion exchanges
which ensure the acid-base regulation in the blood during post-prandial period (Legeay and
Massabuau, 1999; 2000). The final protocol will be termed LSD OT for Low Salt and Diet,

Optimal Temperature.

2. Materials and methods

2.1. Facilities and material

The maturation tanks were circular in shape and made in Scobalite® (fibreglass sheet 1
mm thick). Two sizes of tank were used: 4 metre diameter tanks for females and 3 metre
diameter tanks for males. All the tanks were 1.25 m high and held 50 cm of water. The
bottom of the tanks was covered by a lower layer of gravel separated by Bidim® (geotextile)
from an upper layer of sand. The total thickness of the substrate was 8-10 cm. Each tank was
supplied with sea water through a PVC tube (4 cm diameter) with a shutter. A PVC tube drain
(9 cm diameter) fixed vertically in the centre of each tank determined the water's height.
Water renewal was continuous, at a rate of 50% per day for females and 100% for males.
Each tank was also equipped with an air-lift system connected to a circular network of PVC
tubes buried in the lower sediment layer. With this system, the water circulated from top to
bottom through the sand base which thus acts as a mechanical filter. Additional aeration was

provided at the bottom of each tank by two high pressure air diffusers.
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2.2. The shrimps
2.2.1 Rearing
For the elaboration of the new transfer protocol, the experiments on Litopenaeus
stylirostris were carried out in two steps (1) firstly on sub-adult shrimps (average weight 20-25
g).and then on broodstock (45 to 75 g). The sub-adults shrimps were reared in earthen ponds
(1,000m?) for four months, starting with 20-day post-larvae (P20) at density of 20 animals per
m?. The rearing process of broodstock's production (Ottogalli et al., 1988) included two
stages: (1) from the post-larval stage to an average weight of 20 g, the animals were reared at a
density of 1-2 animals.m™ for 4 months, (ii) the 20 g shrimps were then transferred into
another pond for a further 4 months at a lower density (0.5 per m?) while they reached their
reproduction size (40 to 60 g).
During rearing period in ponds, animals were fed twice a day on commercial feed
pellets. A fresh food supplement (chopped squid) was given once a week, during the second

stage of broodstock's production.

2.2.2 Capture and transfer of the broodstock

At the end of the rearing period, the broodstock in the earthen ponds were caught with a
cast net and transferred to 50-litre containers filled with seawater (10 animals / container).
The oxygen in the transport water was maintained at saturation point with compressed air
aerator powered by the tractor battery. In the hatchery, the animals were sorted by hand,
according to sex, into the maturation tanks. As the water in these tanks came from the lagoon,
it was at a temperature of about 21 °C in winter and 28 °C in summer.

In winter after the eyestalk ablation, the water temperature in the female tanks was
gradually increased to reach 29°C by 1 to 2 °C a day with a heater (2,000 watts). The water in
the male tanks was not thermo regulated.

As soon as they were transferred into the maturation tanks, the animals were fed twice a
day (8am and 4pm) with fresh food (mussel, squid at 9% of shrimps biomass) and once a day
(1pm) with a special commercial feed pellet (at 3% of shrimp biomass). The daily diet is
adjusted on leftovers from the previous day

In the maturation room, the photoperiod (day/night: 14 h/10 h) was set from the first
day: the spotlights above the tanks were switched on at 7pm and turned off at 9am. In the
natural environment, spawning takes place at night, so adjustment of photoperiod permits the

observation of spawning at the beginning of the afternoon.
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2.2.3 Maturation, insemination, spawning and determining the number of nauplii per
spawn.

Four days after the animals were transferred to the hatchery, the females were fished out
individually with a landing net to undergo unilateral eyestalk ablation (Ottogalli et al., 1988).
To prevent haemorrhage, a wire ligature was used below the section. Once the operation was
over, the animals were put back in their initial tank where in winter the water was then
increased to 29 °C. This temperature was maintained throughout the production period (2 to 3
weeks). Eyestalk ablation triggers ovarian maturation and leads the shrimps to spawn.

Depending on the season, the first females ready to spawn were observed two to four
days after eyestalk ablation. They are noticeable by their developed ovaries, orange/brown in
colour, which are easily visible through the carapace along the dorsal part of the abdomen
from the cephalothorax to the base of the telson. The state of gonad development was
assessed every day by directing a light towards the animal in its tank. The mature females
spawned between 11am and 2pm.

In Litopenaeus stylirostris, mating occurs a few hours before spawning. In the

laboratory, the males and females were kept in separate tanks, and the females that were ready
to spawn were inseminated manually one to two hours before spawning occurred. The
spermatophores were extracted by a simple dorso-ventral pressure on the 5™ pair of
pereiopods on the male. The sperm was then extracted from the spermatophore and spread,
using forceps, on the thelycum (simple depression of the cuticule in the ventral area of the
female) between the two last pair of pereiopods. The inseminated females were then placed
individually in calm (without aeration) and dark spawning tanks. A few hours after spawning,

the females were transferred back to their original tanks.

2.3 Experimental protocols
2.3.1 Determination of the broodstock isosmotic point.

Experiments were carried out in January and April 2004. Shrimps were caught from an
earthen pond (T = 26.8 °C; S = 36%0) and 6 to 7 animals were stocked in each 10 circular
polyester tanks (1.20 diameter and 0.65m high, capacity 500 1). The tanks had been previously
filled with filtered seawater (35%o). The water temperature throughout the experiment was
26.7 = 0.4 °C (mean * 1 standard error). Females weighted 45.5 £ 0.7 g (n = 36) and males,
364+ 0.4 g(n=232).

Three days after transfer, water salinity was gradually reduced (5 ppt /day) by addition
of fresh water to obtain a range of 5 salinities (35, 30, 25, 20 and 15%o), with 2 tanks per
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salinity. The animals were kept unfed in these different environments for 24 hours before
blood was sampled. Osmotic pressures were measured only on animals at the intermoult stage

(stages C and DO; Drach and Tchernigovtzeft, 1967).

2.3.2 Experimental transfer of sub-adults (15 to 35 g)

Two preliminary experiments were carried out with sub-adult animals weighing 15 to 35
g in June 2003 (winter) and October 2003 (winter-summer transition period).

For the winter experimental transfer, 400 sub-adults weighting 22.1 £ 0.2 g were
transferred from the rearing pond into the hatchery at day 0 (do) and distributed in batches of
100 shrimps into 4 maturation tanks. A specific treatment was applied to each tank: Control
[35;21;F] (Salinity 35 %o, ambient temperature 21 °C, F = feeding); [26;21;F] (Salinity 26%o,
temperature 21 °C, feeding); [26;26;F] (Salinity 26%., T = 26 °C, feeding) and [26;26;UF],
called the LSD OT protocol or Low Salt and Diet, Optimal Temperature (Salinity 26%o, T =
26 °C, UF = unfed). The 26%. salinity corresponds to the isosmotic point of sub-adult animals
(Lemaire et al., 2002). In the first 3 treatments, the animals were fed a single food ration per
day, 4% of the biomass, with commercial feed pellets divided into two meals (8am and 4pm).
Mortalities were recorded twice a day (8am and 4pm) for 4 days after transfer (dy to d4).

Based on the results of the previous experiment, we then tested the effect of the low
salinity and diet (LSD) protocol on the consequences of eyestalk ablation in sub-adult
females. The experiments were carried out in October 2003. Seventy-four females, average
weight = 26.4 £ 0.3 g, were fished at day 0 (do) and sorted into 2 maturation tanks: one
control tank (Salinity 35%o, ambient temperature, food) and one experimental tank for the
LSD condition (Salinity 26%., ambient temperature, no food). The average ambient
temperature of tanks' water until ds was 24.8 £ 1.3 °C. Eyestalk ablation was practised at ds.
The LSD protocol was applied during 5 days (dy to ds). At ds, two days after eyestalk ablation
of females, feeding was resumed and tanks' water was heated to reach 28.5 £ 0.5 °C two days
after (d;). At de, salinity was gradually increased to reach 35%o at ds. Mortality was monitored

for 11 days (d to d;;) after transfer.

2.3.3 Experimental transfers of the broodstock (45 to 75 g)
In September 2003 (winter), the LSD OT protocol was tested on broodstock survival
after their transfer indoors. Then, 188 females (Pm = 68.0 = 1.2 g) and 184 males (Pm= 51.9
+ 0.6 g) were harvested from earthen pond (salinity = 35%o, temperature = 21 °C), sorted by

sex and transported in tanks containing pond water (35%o; 21°C) to maturation room.
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Fifteen minutes after harvesting, shrimps were stocked in 6 maturation tanks (n = 60-65/tank):
3 (diameter = 3 m) for males and 3 (diameter = 4 m) for females. One tank of males and one
tank of females were used as controls (salinity and temperature identical to initial pond
conditions). The LSD OT protocol was applied to the other four tanks from dy to d; with
salinity gradually increased from 26 to 35%o after ds4. On the fifth day (ds), the animals were
fed and the water in the females’ tanks was heated to 28.1 + 0.7 °C at dg when the females
underwent eyestalk ablation. After fishing, the blood osmolality of the unfed shrimps in
intermoult stage was measured at 15 min (just before repartition in maturation tanks), 4 h after
stocking and then, every 24 h until 120 h (ds).

In July 2004, the experiment was repeated to check the reproducibility of our
technology during broodstock transfer, and to test the LSD OT protocol on survival rate after
eyestalk ablation and on reproduction achievement of females. This experiment was carried
out on 300 females, average weight 51.9 £ 0.4 g, in 4 tanks (4 m diameter, density 5/m?) and
268 males (average weight 41.9 + 0.3 g) in 4 tanks (3 m diameter, density 8.5/m?). The LSD
OT protocol was applied from dj to ds4 (2 tanks per sex) with a gradual increase in salinity
from 26 to 35%0 from ds. After eyestalk ablation (practised on ds), the water in the female
tanks was heated to 28 °C. Then, the females ready to spawn were monitored for each
treatment. After artificial insemination of the mature females, the spawn was collected, the
number of eggs and nauplii per female were determined. Moreover, the number of dead

shrimps was recorded twice a day (8am and 4pm) until 144h (de).

2.3.4 Analysis

Determination of moult stage. Molting stages were determined by microscopical
examination of antennal scales according to the method of Drach and Tchernigovtzeff (1967).

Haemolymph sampling. Blood was sampled (50ul) using a glass capillary with a
hypodermic needle introduced into the cardiac cavity. The arterial blood then rise
spontaneously in spurts into the capillary, and observation of these beats certifies arterial
origin (Forgue et al., 1992; Massabuau and Forgue, 1996).

Osmotic pressure. The measuring device used was a Wescor®, model 5520,
osmometer with a 10 pl sample on a 6.35 mm diameter filter paper. The blood and the tank
water osmolality were expressed in mosM.kg'. Lemaire et al. (2002) had previously
determined the linear function linking salinity expressed in ppt and in mosM.kg"'. This
function is described in the following equation:

y =28.939x —23.103,
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Figure 1: Haemolymph Osmolality as a function of the tank water osmolality (T = 26.7 +
0.4°C) for L. stylirostris broodstock (40.4 £+ 1.5 g). The continuous and dotted lines
correspond to hyper then hypo-osmotic regulation (dashes: confidence interval at 95%) and to
the iso-osmolality line respectively. The intersection of the two gives the isosmotic point: 756
mosM kg™ (26.9%o).
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where x and y are the salinity expressed in ppt and in mosM.kg™', respectively.

Monitoring the spawning — After eyestalk ablation and until the end of the experiment,
the females that were ready to spawn were monitored and systematically inseminated before
being placed individually into the spawning tanks. Cumulative spawning (CS in %) can be

calculated using the following formula :

cs=(3 Pig)*100,

where 1 = day 1; Fi = number of females on day 1; Pi = number of spawns on day 1.

The daily average spawning (DS in %) can be calculated using the following formula:

=CS
DS d

where d, = number of days since eyestalk ablation.

Number of nauplii per spawn. The day after spawning, the number of nauplii was
determined for each spawn. Each spawn was collected, by draining the spawning tank over a
100 um filter, and then poured in a 10-litre bucket. After manual mixing, a volumetric count
of the nauplii was done from 2 samples of 1 ml each.

Determination of spawning rank. After spawning, the females were tagged and
returned to their maturation tank. Tagging was carried out by injecting coloured elastomer
(Northwest Marine Technology) under the cuticle of the abdomen; the number and rank of

spawns for each female could thus be determined.

2.4 Production results at the hatcheries.

The application of the LSD OT protocol to a large scale production was studied by a
statistical analysis of the data from Saint-Vincent experimental hatchery (Ifremer) and from a
commercial hatchery in northern New Caledonia, “Ecloserie du Nord” (EDN), (BP 16, 98860
- Koné). This study was carried out in Saint-Vincent hatchery on 87 production batches of
broodstock in standard conditions (summer, n = 45; winter, n = 42) and on 24 production
batches (n = 12 for each season) using the new protocol. For the commercial hatchery, data
from 21 batches were analysed, between 2001 and 2004, before and after the application of
LSD OT protocol. The first 14 batches (2001 to 2003), managed according to standard
procedure, were made of 8 summer productions and 6 winter productions. The last seven
batches (2003 and 2004, 4 during summer and 3 during winter) were carried out with

broodstock transferred according to the LSD OT protocol.
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Figure 2: Mortality after transfer from outdoor pond into tanks in the hatchery according to
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The experimental Saint-Vincent hatchery does not produce post-larvae for sale. The shrimps
are produced solely for genetic or experimental research (physiology, nutrition and
pathology studies). For our experiments, all the mature females were inseminated and allow

to spawn, regardless of the requirements for larval rearing .

2.5 Statistical analyses

The data are presented in individual values, frequency histograms and/or average values
+ 1 standard error (SE). Statistical analysis of the data was carried out using StatView® V5
software (SAS Institute Inc.). Survival rates were compared according to treatment using the
y? test. Osmotic pressure and reproduction performance indexes were subjected to one-way
analysis of variance (ANOVA) or Student test. A square root Arcsin transformation was used

before processing percentage data. A significant difference was admitted for p<0.05.

3. Results

3.1. Iso-osmotic point of the broodstock shrimps

Variations in blood osmotic pressure (OP) according to tank water OP are presented in
figure 1. Since no difference was observed regarding the sex of the animals, all data are
pooled. The hyper-hyporegulation polynomial curve (y = -1.32x> + 0.4x + 529) intersects the
iso-osmolality line at the isosmotic point of 756 mosM.kg™ (salinity of 26.9%o). Below this
point, broodstock shrimp hyper-regulates its blood osmolality and above this value, animal

hypo-regulates.

3.2. Influence of water quality on mortality caused by the transfer into hatchery
Sub-adult shrimps. After capture from earthen pond (salinity 35%o; temperature 21 °C)
and transfer into indoor tanks, the evolution of mortality rates was function of physico-
chemical conditions in tanks (Fig. 2). In the control batch subjected to the usual technique
[35%0; 21 °C; Fed] (Fig. 2A), mortalities appeared 48-72 h after transfer, with a peak at 48
(13%) and 54 h (18%). This mortality at 48-54h was reduced to 12 and 2% by a decrease of
water salinity to 26%o (near isosmotic point) (Fig. 2B) and to 7 and 2% if tank's water was
also heated (Fig. 2C). Finally the best results were obtained when shrimps are transferred into

isotonic water at 26 °C and kept unfed ([26;26;UF], LSD OT protocol) since mortality at 48 h
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was reduced to 1% (Fig. 2D). The survival 96 h after transfer appeared to be clearly
dependent on the number of favourable parameters and was significantly improved (j? test;
p<0.01) in the 3 treatments ([26;21;F] = 77%; [26;26;F] = 82%; [26;26;UF] = 96%) compared
to the control (60 %, Fig. 2E).

Broodstock. To confirm the results obtained previously with sub-adult shrimps
weighing 15-35 g, experiments were repeated with broodstock shrimps weighing 45 to 75 g.
The haemolymph osmolality is immediately increased after fishing, as OP measured fifteen
minutes after fishing and transport in tanks containing pond water (35%o0; 21 °C) was
respectively 910.7 + 11.8 and 911.0 + 10.7 mosM.kg™ for shrimps of standard and LSD OT
batches (Fig. 3B). In maturation tanks, when transfer was performed into hypertonic water
(standard conditions, Fig. 3A), osmolality remained high (approximately 900 mosM.kg'l, Fig.
3B) during the five days of experiment and mortality was particularly heavy with a peak at 48
h (29.8 £ 2.4%, Fig. 3C). When shrimps were transferred in a low salinity and warmed water,
the blood OP decreased rapidly to isosmotic point in the first 24 hours and increased slowly
from 72 h with water salinity to reach OP reference value at 120 h. The LSD OT protocol
reduced considerably total mortality which was 25.6% against 54.1% in standard conditions (-

52.7%).

3.3. Effect of LSD OT protocol on survival after eyestalk ablation.

As the previous results showed that adjustment of salinity, temperature and feeding
enable the shrimps to better cope with the handling stress during fishing, the LSD OT
protocol had been assessed on survival after eyestalk ablation (additional stress for
broodstock). Firstly, a simplified protocol which just included "Low Salt and Diet" (LSD)
condition was tested on sub-adult females; indeed, experiments were performed at the end of
winter (water temperature increased to 25 °C). Then, the LSD OT protocol had been tested
during winter on broodstock.

Sub-adults. As previously, the animals transferred in standard conditions (salinity of
35.9 + 0.2%o, Fig. 4A) suffered a greater mortality 48 h after fishing and transfer than in LSD
conditions (Fig.4B). So survival at 72 h, before eyestalk ablation, was respectively 76.9 and
88.6% with standard and LSD protocols (Fig. 4B). After eyestalk ablation, additional
mortality was observed for each batch and at the end of the experiment (at 240 h), final
survival was respectively 38.5 and 68.6 % for the control and LSD batches. Transfer in an
isotonic water therefore improved the animals’ survival by 15.2 % before eyestalk ablation

and by 78.2 % after the two stresses.
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Figure 4: Evolution of (A) tank water salinity and (B) survival rate of L. stylirostris sub-
adults shrimps (mean BW = 24.1 £+ 2.5 g) transferred into the hatchery under standard [35%o;
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Unfed] (—-) conditions. The ambient temperature during experiment was 24.8 + 1.3 °C.
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Broodstock. In the control batches, survival rates at 72 h were similar for females (74.3
+ 1.0%, Fig. 5A) and males (76.9 + 0.7%, Fig. 5B). Unilateral eyestalk ablation carried out at
72 h has amplified the mortality rate on the females. Thus, survival at 144 h after transfer was
only 19.9 £+ 4.6 % for the females compared with 58.2 £ 4.5 % for the males. The application
of the LSD OT protocol once again reduced mortality following the two handling stresses: (i)
survival rates at 72 h after transfer were improved to 90.0 + 1.8% for females and to 88.1 +
4.5 % for males in the treated batches; (ii) at 144 h, seventy-two hours after eyestalk ablation
of the females, the batches transferred in LSD OT conditions showed a survival rate of 54.7 +
2.9 %, compared to 19.9 + 4.6 % for the control groups. The final survival rates of males
which only underwent the stress of transfer were 78.4 = 2.2 % in the treated batches and 58.2

+ 4.5 % in the control treatments.

3.4 Influence of LSD OT protocol on spawns and nauplii numbers

Study in an experimental hatchery. After broodstock acclimation either in standard or
LSD OT conditions in maturation room of the Saint-Vincent experimental hatchery (Ifremer),
spawning has been monitored in September 2003 (Fig. 6A) and July 2004 (Fig. 6B). Animals
treated with the LSD OT protocol spawned earlier than the control animals. The first spawns
in the control and treated batches occurred at 96 and 72 h, respectively, after eyestalk ablation
in September, and at 168 and 120 h in July. The one day difference between September and
July can be explained by experimental conditions. In September 2003, eyestalk ablation was
carried out at 28 °C and 35 %o for the two treatments (control and LSD OT), whereas in July
2004, the ablation was performed in isotonic water at 26 °C and afterwards salinity and
temperature were gradually increased to 35%o and 28°C (2 days after eyestalk ablation).

The average rates of daily cumulative spawning present a first phase of acceleration
followed by a second phase with a clear slowing down (Fig. 6C and 6D). In the control
animals, the acceleration phase lasted 48 hours in September (72 to 120 h) and July (144 to
192h). In the LSD OT conditions, it lasted 48 h in September (48 to 96 h) and 120 h in July
(96 to 216 h). So, the acceleration phase of cumulative spawning was therefore considerably
longer for females that had been transferred and ablated according to LSD OT protocol
(+150%). At the end of this acceleration phase, the cumulative spawning rates (Fig. 6 A&B)
in September and July were respectively 20 and 38.4% for the control and 33.3 and 71.9% for
the LSD OT treatment. In September, final cumulative spawning rates (264 h after eyestalk
ablation) were 60% for the control and 115% for the LSD OT treatment. At the end of the
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July production (456 h after eyestalk ablation), they were 131% for the control and 190% for
the LSD OT batch. Thus in both cases, the LSD OT protocol increased spawning by 55 to
60%. Moreover, the observation of spawns' frequency during July production showed that
some of the treated females spawned as many as 4 times, while the control animals spawned a
maximum of twice (Fig. 7).

From the survival and spawning rate data obtained experimentally, the yield (total
number of nauplii harvested over the production period) from a batch of 100 broodstock
shrimps was estimated according to the season and the transfer protocol applied (Tab. 1).
Excepted the number of nauplii per spawn, which was 20 % higher in summer for the females
transferred in standard conditions, the new transfer protocol produced a significant
improvement for all the other rearing indicators: survival rate, spawning rate per female, total
number of spawns and total number of nauplii. In terms of total production of nauplii, the
LSD OT protocol showed an improvement of 60 % and 175 %, in summer and winter
respectively.

Data study from a professional hatchery. Figure 8 shows the evolution of survival
rates before and after the LSD OT protocol application. The analysis of production results
showed that the application of the LSD OT protocol in a commercial hatchery (Ecloserie du
Nord, New Caledonia) has improved broodstock's survival rates in maturation rooms. Indeed
four days after transfer, survival rate increased in summer, from 63.5 to 90.2 % (p = 0.0007)
and in winter, from 90.7 % to 94.7 % (p = 0.61) (Fig.8A). Survival rates 15 days after transfer
-which took into account the transfer and the eyestalk ablation- were significantly enhanced
from 34.5 to 77.0 % in hot season (p < 0.01) and from 66.5 to 87.3 % in winter (p < 0.05)
(Fig.8B). Moreover, the application of LSD OT protocol has improved the total nauplii
production by respectively 65 and 7 % in summer and winter (Table 2). An ANOVA analysis
of all the data shows a very significant seasonal effect (p = 0.0003).

4. Discussion

In this study, we have shown that it was possible to reduce mortalities associated with
handling stress undergone by L. stylirostris by using “soft” technology. Optimization of the
handling conditions of broodstock (Low Salt and Diet, Optimal Temperature) from the very
beginning of the reproduction cycle improves their performances in the hatchery: a better
survival rate combined to a higher spawning rate leads to an increase of nauplii number per

cycle.
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Application of the LSD OT protocol and mortality decrease associated with handling
stress

The metabolic and physiological consequences of handling aquatic animals have been
studied a very few times. The major problems associated with the handling of L. stylirostris in
summer and winter are (i) a collapse in osmoregulatory ability, (ii) a short-term stimulation of
the oxidative metabolism, and (iii) an over-oxygenation of the blood (first 24 h) (Wabete et
al., 2004). The disturbance of osmoregulation in winter at 22 °C lasted for 4 to 5 days,
whereas in summer, at 28 °C, recovery occurred in less than 24 h. In L. stylirostris (Wabete et
al., 2004), as in other crustaceans, a decrease in the osmoregulatory ability leads to a drop in
the affinity of haemocyanin (respiratory pigment) for oxygen (Truchot, 1987). The drop in the
haemolymph's ability of transporting oxygen, consequence of the blood osmolality
disturbances, implies a potential increase in heartbeat rate. At the very least, this phenomenon
weakens the animal and at worst, may result in a heart attack. This is a highly possible
hypothesis with L. stylirostris, given its exceptional metabolic requirements, even in winter
(Wabete et al., 2004).

The iso-osmotic point measured at 26 °C in L. stylirostris broodstock (756 mosM kg
or 26.9 %o) is higher than in the juvenile animals (735 mosM.kg™ or 26.2%o - Lemaire et al.,

2002). The same trend is observed for the shrimp Penaeus japonicus which presents a higher

isosmotic point in the adult (880 mosM.kg™) compared to the post-larvae (820 mosM.kg™)
(Charmantier-Daurez et al., 1988).

The blood Osmotic Pressure (OP) of broodstock stocked in a salinity of 25-27%o falls rapidly
to a value close to the isosmotic point, the ion gradient with the external medium tending to
be cancelled out. However, we have shown that a decrease in blood OP was associated with
an increase in the affinity of the haemocyanin for oxygen (Wabete et al., in preparation). Thus
the animals that were put into an isotonic medium did not develop the problems of ion
exchange and respiratory physiology described in shrimp put in a hyper-osmotic medium.
This probably explains the improved survival rate of the animals kept in an isotonic medium
after handling (Fig. 2E, 3C and 4B). In this study, we also demonstrated that survival rate in
handled sub-adult animals could be improved twice if, as well as adjusting salinity to an
1sosmotic value, we also didn’t feed animals and regulated the water at 26 °C (Fig. 2). Indeed,
in an earlier study, we showed that in a stressed animal the speed of osmoregulatory capacity
recovery was temperature-dependent and was accelerated in heated water (Wabete et al.,

2004). Moreover, we know that when the shrimp takes food, there is an increase in the



268

70 q

60 4 mmsm ]st Rank
= === 2nd Rank
g 50 1 = 3rd Rank
8 40l — 4th Rank
7]
© 30
[}
o]
£ 20 4
=}
zZ

10 1

O .

STD 1 STD2 LSDOT1 LSDOT?2
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Figure 8: Average broodstock survival rate 4 (A) and 15 days (B) after their transfer into
maturation tanks according to season and protocol applied. Average results from 23
productions (2001 to 2004) at the commercial hatchery, “Ecloserie du Nord”,. Summer:
standard protocol, n = 8 and LSD OT protocol, n = 4; Winter: standard, n = 6; LSD OT, n = 3.
(*) Result significantly different from that obtained in standard conditions (p < 0.05).
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oxidative metabolism (Wabete et al., in preparation) and major changes in ionoregulation

(Lignot et al., 1999). In the crab Carcinus maenas, when the metabolism and therefore O,

consumption are activated after a meal, the blood pH drops (Legeay et Massabuau, 1999;
2000). This postprandial acidosis leads to a decrease in the oxygen's affinity of the
haemocyanin in order to favour the release of O, into the tissues. The blood capacity to carry
O, is thus linked to a subtle adjustment of the respiratory pigment
characteristics via blood pH and trans-gill ion exchanges between blood and water (Legeay et

Massabuau, 1999). In the crayfish Astacus leptodactylus, this type of pH regulation would

become impossible when mechanisms for maintaining the osmoregulatory capacity start
working (Burtin and Massabuau, 1988).

The considerable improvement in survival rate (Fig. 2E) by transferring animals
according to the LSD OT protocol (salinity close to the isosmotic point, animals unfed and
optimal temperature) can thus be explained by a synergy of the three factors considered in this
study. These three factors contribute to maintain the balance of the ion exchanges system in
animals subjected to handling stress: (i) isotonic water, which blocks the ion imbalance; (ii)
optimal temperature, which promotes ionoregulation and recovery of homeostasis, and (iii) no
food which avoids stimulating the post-prandial metabolism and enhances acid-base
regulation by trans-gill ion exchanges.

At the EDN hatchery, between 2001 and 2003, broodstock mortalities associated with
handling stresses (transfer and eyestalk ablation in the females) were higher in summer
(65.5%) than in winter (33.5%) (Fig. 8B). These mortality rates in summer are specific to the
EDN hatchery, and we are unable, for the moment, to explain them in physiological terms.
Nevertheless, they may be related to the conditions of high stocking density during the
tranport that were applied by this hatchery (pers. com. H. Schneider, senior manager, EDN).
However, as in winter, mortality rates decreased considerably when the animals were kept in

"physiological comfort" during handling.

Application of the LSD OT protocol on reproduction performances
To ensure the reliability of post-larval production in hatcheries, it is important to understand
the origins of variations in the reproduction of penaeid shrimps in captivity. The main studies
in this area have focused on the influence of nutrition (Wouters et al., 2001), size or age
(Peixoto et al., 2004), and season (Crocos et Coman, 1997) on the spawning performances.
New Caledonia, which is located in the subtropical area, has two very distinct seasons. During

the austral winter, water temperatures in ponds fall below 20-22 °C and can increase above
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Table 1: Summary of results obtained at the Saint-Vincent hatchery (Ifremer) according to
season and transfer protocol. Estimate, on the basis of 100 broodstock shrimps, of the total
number of nauplii harvested and improvements obtained by applying the new protocol.

Season Standard Protocol LSD HT Protocol Gain

Survival rate (%) @

Summer 89,3 93,3 4%
Winter 70,5 89,1 26%
Spawning rate per female ®
Summer 0,6 1,15 92%
Winter 0,85 1,65 94%
Total spawning number
Summer 54 107 100%
Winter 60 147 145%
Nauplii number per female
Summer 81071 64 938 -20%
Winter 120 000 134 302 12%
Total Nauplii number
Summer 4 343 807 6 967 469 60%
Winter 7 191 000 19 744 456 175%

Based on 100 females transfered in hatchery.
Wy days after transfer.

@10 and 17 days following eyestalk ablation in summer and winter respectively.

Table 2: Total number of nauplii produced for 100 females transferred into the hatchery
“Ecloserie du Nord” in summer and winter according to transfer protocol applied.

Season Standard protocol LSD OT protocol Gain
n Means S.E. n Means S.E.
Summer 8 2149760 604 312 4 3541297 605 338 65%

Winter 6 7736925 1068434 3 8277597 3149718 7%
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28-30 °C in summer. In the hot season, especially when temperatures are at their highest, the
ate of nauplii production per female is considerably reduced (Tab. 1). This phenomenon has
to be linked with the drop in males' fertility. Indeed, Pascual et al. (1998) have shown that the

sperm quality of Penaeus setiferus declined with an increase of the spermatophores’ necrosis

number when the temperature rose over 28 °C. Crocos and Coman (1997) have shown a
relationship  between the rate of nauplii production and the season in
wild broodstock, with minimum production in March (southern hemisphere summer).
However, these authors also revealed a high level of interaction with age or size of the
shrimp.

The consequences of handling stress on broodstock shrimp (transfer and eyestalk
ablation) have been less documented. A few authors (AQUACOP, 1979; Primavera, 1983;
Browdy, 1998) have observed a relationship between the handling stress and broodstock
mortality. However no study has been carried out, to our knowledge, on the consequences of
this handling on reproduction. Our results on this subject are striking: when females are
handled in conditions of "physiological comfort" (LSD OT), the latency period (time between
eyestalk ablation and the first spawns) is significantly shortened and the acceleration phase
(rapid increase in the percentage of daily spawning) is considerably longer (Fig. 6). Ovarian
maturation occurs when the secondary vitellogenesis is completed: the biosynthesis of
proteins and lipids, their transport and storage in the ovocytes (Charniaux-Cotton, 1985;
Quackenbush, 2001) lead to an increase of 4 to 9 fold the ovarian weight in 3 to 7 days
(Jeckel et al., 1989; Mourente and Rodriguez, 1991). The whole process involves a
considerable mobilisation of energy over a short period for successful achievement. In the

shrimp Palaemonetes pugio vitellogenesis is described as an increase in metabolic demand,

associated with an increase in the heartbeat rate (Guadagnoli and Reiber, 2005). Secondary
vitellogenesis can thus not be triggered if the female is under stress as the animal prioritizes
its metabolic demand to its homeostasis recovery. Thus, animals that are transferred and
handled in standard conditions would have to devote more time and energy to
osmoregulation. This would therefore extend the latency period between eyestalk ablation and
the first spawn.

Only a part of the females that begin the reproduction cycle will complete vitellogenesis and
spawn, and some of them will have several vitellogenesis resulting in successive spawns
(Beard and Wickins, 1980; Emmerson, 1980). For the shrimps transferred under
“physiological comfort", the lengthening of the acceleration phase to reach a reproductive

peak can be explained by a greater number of females that spawn (the LSD OT treatment
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multiplies survival of the females by 2.7, Fig. 5). Meanwhile, the shortening of the latency
period under the LSD OT protocol, contributes to an increase in the number of spawns per
female (Fig. 7).

In summer in the Saint-Vincent hatchery (Ifremer), we observed a greater number of
nauplii produced per female in the control animals compared with LSD OT treatment (Tab.
1). This apparent counter-performance could be explained in standard transfer conditions, by
a form of selection carried out on the most resistant broodstock which may also be the most
fertile. After handling in conditions of “physiological comfort”, some of the least fertile
females that have survived will take part in reproduction leading to a drop in the average
number of nauplii per spawn.

Nevertheless, transfer of the animals under “physiological comfort” produces
considerable improvements in productivity in most of the production indicators (survival after
transfer and eyestalk ablation, average number of spawns per female, and the total number of
nauplii produced) (Tab. 1). These improvements have been estimated experimentally at 60%

to 170% of extra nauplii in hot and cold seasons, respectively.

Conclusion

Handling broodstock under “physiological comfort” reduces the impact of stress thus
improving the survival and reproduction of L. stylirostris. The more weakened are the animals
(season, pre-moult stage), the more significant are the improvements. The application of LSD
OT protocol should considerably reduce production costs either by reducing the number of
earthen ponds devoted to broodstock or by shortening the production cycle in the hatchery.
This latest consequence would increase the time for implementing sanitary measures in the
hatchery and thus reduce the risks of disease in larval production. The results of our studies
are being successfully applied in commercial hatcheries in New Caledonia. The developed
protocol is certainly not exclusive to L. stylirostris but could be usefully applied, with
adjustments of temperature and salinity, to other broodstock shrimps such as Penaeus

monodon and Litopenaeus vannamei.
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CONCLUSIONS

Nous avons testé¢ dans ce chapitre trois protocoles, ou parades, destinés a limiter au
maximum les problémes de mortalité liés a la manipulation des crevettes L. stylirostris en
période hivernale.

Nous avons d’abord étudi€ en conditions expérimentales avec des animaux sub-adultes
I’effet d'une eau de mer diluée a une valeur proche du point iso-osmotique de la crevette (= 26
%o, Lemaire ef al. 2002). Ensuite les effets cumulés d'une élévation de la température de I'eau
puis de la suppression de nourriture sur plusieurs jours aux phases critiques des manipulations
ont été testés. Ces expérimentations préliminaires ont permis de définir des conditions de
transfert que nous avons nommé « protocole LSD OT » pour : Low Salt and Diet, Optimal
Temperature. L’application de ce protocole LSD OT combine donc 1’utilisation des trois
parametres clés que sont

- la salinité (diminution au point iso-osmotique),

- la température (augmentation jusqu’a 28 °C) et

- lejeline (absence totale d’apport d’aliment).

L'application du protocole LSD OT a été ensuite testée dans le cas des géniteurs apres
détermination de leur point iso-osmotique (nous avons mis en évidence un point iso-
osmotique de 26.9 %o, treés proche de celui des animaux plus jeunes rapporté par Lemaire et
al., 2002). Nous avons appliqué ce protocole lors des deux phases de manipulation des
géniteurs pour leur reproduction (transfert du bassin a I’écloserie et épédonculation des
femelles). Dans le cas rapporté, nous avons ainsi pu réduire les mortalités de 61 a 15 % lors
transfert et de 78 a 44 % apres le cumul des 2 stress (transfert plus épédonculation).

Les conséquences de ce nouveau protocole sur les performances de reproduction des
géniteurs ont été ensuite vérifiées préalablement a son application en écloserie privée. La
reproduction des femelles manipulées en confort physiologique a permis d'accélérer la
maturation et de multiplier par 4 la production d’ceufs. Les femelles manipulées selon le
protocole LSD OT ont réalis¢€ jusqu’a 4 pontes successives alors que les témoins ont pondu au
maximum 2 fois. Au bilan, ’amélioration des survies et de la reproduction des géniteurs
avec le protocole LSD OT a donc engendré une augmentation de la productivité de

nauplii de 60 a 170 % dans nos conditions d’écloserie expérimentale.
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L’application de notre protocole en écloserie commerciale (2003-2004) a confirmé ces
résultats et montré toute son efficacité et son potentiel. Il est aujourd’hui appliqué en routine

et contribue a la fiabilité de la production et a une économie de cofits des post-larves destinées

aux fermes.
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Notre travail est une €tude de 1’écophysiologie de la crevette pénéidé Litopenaeus
stylirostris réalisée dans le contexte de la crevetticulture en Nouvelle Calédonie. Cette
crevette est originaire de la zone équatoriale Pacifique, du nord du Mexique au nord du Pérou,
ou sa zone de répartition géographique correspond a des valeurs de températures minimales
de 20 °C. Le probléme que nous avons abordé est la recherche, chez ce crustacé sélectionné
pour sa croissance rapide, des causes qui participent a I’apparition de mortalités massives
dans les élevages. Une des questions principales sous-jacentes était celle du syndrome 93,
épizootie attribuée au Vibrio penaeicida, apparu pour la 19 fois en hiver de I’année 1993
(Costa et al. 1998) et récurrent dans différents élevages, en période hivernale, depuis cette
date. En fait, d’une facon plus large, dans ce mémoire nous avons cherché a caractériser la
nature des troubles physiologiques apparaissant a partir de 20-22 °C chez L. stylirostris. Pour
répondre a cette question, nous avons replacé le probléme (i), dans le contexte du niveau
métabolique exceptionnel de cet animal et (ii), de I'impact de son fonctionnement dans la
gamme basse de sa plage thermique (20 °C) sur sa physiologie.

Dans un premier temps nous avons donc caractérisé ces crevettes en terme de
métabolisme respiratoire et nutritionnel. Nous avons en particulier défini leurs niveaux
métaboliques pré- et post-prandial a 20 et 28 °C (pris comme référence proche de 1’état de
confort de 1I’animal) ainsi que leurs besoins en apport nutritif (Chapitre III). Dans les élevages,
on savait depuis longtemps que les animaux sont généralement plus fragiles en période froide
et que toute manipulation a cette époque est associée a des mortalités massives pouvant
parfois atteindre jusqu’a 80 % des lots manipulés. Dans un second temps, nous avons donc
utilisé cette hyper-sensibilité a la manipulation comme un outil pour mieux comprendre les
phénomenes de fragilisation a cette température (Chapitre IV). L’analyse et la compréhension
de ces mécanismes nous a permis de proposer des solutions et un protocole qui permet
maintenant de manipuler des animaux, aussi bien en période hivernal qu’estival, avec des

améliorations de la survie allant de 30-40 % a plus de 90 % (Chapitre V).
1. Résumé des principaux résultats

En travaillant sur de jeunes animaux adultes, nous avons tout d’abord déterminé le
niveau métabolique de Lifopenaeus stylirostris par la mesure de la consommation d’oxygene
avant et aprés un repas. Les mesures ont été réalisées a 20 et 28 °C (Chapitre III). Un des

résultats originaux de ce mémoire est de montrer que la consommation d’oxygeéne a jeun
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d’une crevette Litopenaeus stylirostris est excessivement élevée par rapport aux autres
crustacés connus et du méme ordre de grandeur que la consommation d’oxygene de tunidés.
Un autre fait important est que la crevette L. stylirostris, malgré ce métabolisme oxydatif trés
¢levé, fonctionne comme un trés grand nombre d’animaux aquatiques ¢tudiés a ce jour avec
des pressions partielles d’oxygene (PO;) trés basses dans le sang. Les valeurs de PO, dans le
sang artériel sont de 1’ordre de 2 kPa (Chapitre 1V) alors que pour rappel, PO, dans une eau
équilibrée a I’air au niveau de la mer est égale a 21 kPa.

Notre analyse permet ainsi de mieux appréhender les causes de la dépendance de
I’animal vis a vis du manque d’oxygene en bassin d’élevage. Il est clair qu’un apport
suffisant, dont on peut maintenant comprendre les causes d’'une maniére plus tangible suite a
nos mesures, doit lui étre assuré en permanence a partir du milieu. A I’heure actuelle, nous
n’avons pas abordé les problémes des valeurs minimums d’oxygénation de I’eau permettant
un tel niveau métabolique chez cette espéce mais la question devra étre résolue dans les
prochains temps.

L’analyse du métabolisme oxydatif aprés la prise de nourriture a montré, en la
quantifiant, I’existence de valeurs particulierement importante du métabolisme de I’animal.
En hiver (20°C) comme en été (28 °C), la consommation d’O; est multipliée par 2 (voire 2.5
pendant le pic post-prandial). Le niveau de consommation d’oxygene atteint permet de mieux
comprendre I’importance des chutes de concentration d’oxygeéne rapportées dans les bassins
d’élevage apres la distribution de nourriture.

En parallele de ces mesures de consommation d’oxygeéne, nous avons appliqué a L.
stylirostris la méthode, développée chez les poissons (Brett ef al. 1979). Cette méthode étudie
la relation croissance-ration et permet véritablement de chiffrer et d’exprimer les besoins
nutritionnels journaliers en terme de quantités nécessaires par animal ou par unité de
biomasse. Dans ce domaine trés peu d’études ont été réalisées sur les crevettes pénéides par
manque d’un outil méthodologique adapté. C’est un outil qui se révele également
extrémement précieux pour ¢étudier I'influence des conditions environnementales
(température, apport trophique du bassin,...) et de la zootechnie (fréquence des repas, densités
d’élevage..) sur la nutrition et la croissance des crevettes a différents stades de leur
développement.

Nous avons ainsi caractérisé les apports indispensables pour le métabolisme
d’entretien et la croissance optimale des juvéniles en été et des sub-adultes aux deux saisons.
Nous avons déterminé que 25 a 35 % de I’énergie brute ingérée sont alloués a I’entretien et

40-50 % a la croissance.
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La croissance et le rendement énergétique chez les juvéniles sont deux fois plus élevés
que chez les crevettes sub-adultes. Ce résultat est extrémement révélateur de la nécessité dans
nos futures études en nutrition de distinguer la phase juvénile (<10g) de la phase sub-adulte
(10g jusqu’a la taille commerciale). La priorité devra étre portée sur les animaux sub-adultes
afin d’ajuster au mieux ’apport nutritif a leur faible rendement anabolique.

La température également est un facteur qui influe considérablement sur I’appétit et la
croissance des crevettes. En été, les besoins nutritifs sont 50 a 60 % plus élevés qu’en hiver
avec une évolution parall¢le de la croissance. Ces résultats sont démonstratifs de la nécessité
de dissocier les saisons d’élevages dans les études de nutrition. Nous montrons en effet que
les besoins nutritifs sont température dépendante et par conséquent 1’application d’un aliment
unique aux deux saisons d’élevage apparait étre une aberration. L’illustration de ce fait est
donnée par les acides gras polyinsaturés (AGPI) dont le besoin est augmenté chez L.
stylirostris qui doit s’adapter aux températures hivernales. Ce besoin exacerbé en saison
froide est en opposition avec d’une part la baisse de 1’appétit de I’animal et d’autre part le
sous-dosage en AGPI de I’aliment formulé a la base pour des températures estivales. La
méthode croissance-ration nous permettra a terme de quantifier les besoins en AGPI des
animaux ¢levés en saison froide et d’enrichir I’aliment en conséquence.

Les résultats que nous avons obtenus avec la relation croissance-ration apparaissent
précises. Nous avons ainsi pu déduire des niveaux énergétiques du métabolisme d’entretien
cohérents avec ceux du métabolisme mesurés par respirométrie. En outre, les deux approches
montrent des changements d’amplitudes comparables ( 50-60 %) de la demande
métabolique avec la saison et/ou température d’¢levage.

Les rares données de la littérature sur la répartition de 1’énergie ingérée entre le
métabolisme et la croissance les crevettes sont obtenus dans des conditions tres différentes
(méthodologie, taille des animaux, températures d’étude) des ndtres et ne sont donc pas
comparables. La comparaison avec les poissons et notamment les salmonidés qui offrent un
nombre de données plus important, montre qu’en terme d’énergie dédiée a la croissance
exprimée par unité de gain de poids (g), la crevette L. stylirostris avec de 15 a 23 kl.g"
(variable avec la température et la taille de I’animal) se positionne au niveau de la truite
(18°C, poids de 37g) avec 17,5 kJ.g" (Kim et Kaushik, 1992). Finalement la précision de
notre méthode croissance-ration nous a également permis de mettre en évidence, dés le stade

sub-adulte, une croissance significativement plus rapide des femelles, par rapport aux males.



292



Chapitre VI — Conclusions générales 293

Apres avoir ainsi analysé I’importance du métabolisme de L. stylirostris et ses besoins
alimentaires, nous avons abordé dans le Chapitre IV les probléemes de fragilit¢ de 1’animal
apparaissant a certaines périodes de 1’année.

Notre angle d’attaque a été 1’analyse des causes de mortalités qui apparaissent, avec
un pic a 48 h, a la suite de manipulations simples et usuelles dans les fermes d’élevage et les
¢closeries. Un fait important est que généralement ces mortalités sont beaucoup plus
fréquentes en périodes hivernales qu’en période estivale. Nous suggérons que 1’observation de
cette saisonnalité soit a rapprocher de celle du déclenchement du syndrome 93. En effet, bien
que le Vibrio responsable de cette épizootie soit présent toute I’année (Mermoud et al. 1998),
son aspect pathogeéne ne se révele aussi que préférentiellement en période hivernale. Dans ce
cas, c’est ce qui a amené I’hypothese de phénomenes déclencheurs liés a I’environnement.

Nos résultats montrent qu’en hiver, lorsqu’on manipule L. stylirostris pour le
transférer des bassins d’élevage vers les bacs d’un batiment expérimental ou de 1’écloserie, on
provoque deux stress en paralléle qu’on peut mettre en évidence chez les animaux survivants.
Le premier est caractérisé par une incapacité¢ a maintenir une pression osmotique dans le sang
plus faible que dans ’eau de mer'. Cette perturbation est trés profonde, présente un maximum
dans la premiere heure, et est particuliecrement prolongée dans le temps puisqu’il faut
pratiquement une semaine a I’animal pour retrouver son état de référence. Le deuxiéme stress
est une augmentation transitoire de la pression partielle d’oxygene dans le sang artériel qui
revient a sa valeur de référence aprés 24 h. Nous avons montré que chez L. stylirostris,
comme chez tous les crustacés étudiés, 1’augmentation transitoire de la pression osmotique
sanguine s’accompagne d’une chute de la capacité oxyphorique dans le sang qui se prolonge
donc aussi dans le temps. Nous avons montré que c’est la coincidence, 48 h aprés la
manipulation, entre cette diminution de capacité oxyphorique et le retour de la pression
partielle d’oxygene dans le sang artériel a des valeurs faibles qui est a 1’origine des mortalités.
En effet si on augmente transitoirement la valeur de PO, dans le sang artériel a ce moment, on

diminue de facon dramatique 1I’importance de cette mortalité (Chapitre IV).

L’analyse et la compréhension de ces mécanismes nous a permis de proposer dans le

Chapitre V des solutions et un protocole qui permet maintenant de manipuler des animaux,

"'En été, on observe aussi une perturbation de I’osmorégulation, mais moins importante et plus bréve, en terme
de maintien de la capacité osmorégulatrice
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aussi bien en période hivernal qu’estival, avec des améliorations de la survie allant de 30-40
% a plus de 90 %.

En combinant nos observations et les acquis de la littérature, nous avons proposé
quatre gestes pour contrecarrer ces phénomenes de mortalité:

1 - placer les animaux dans une eau a 26/1000 (point iso-osmotique) pour réduire ou
bloquer 1’augmentation de la pression osmotique sanguine, de fagon a limiter a
’origine la cause de la diminution d’affinité¢ du pigment respiratoire pour O,

2 - interrompre I’apport d’aliment car en période post prandial, (i), une acidification du
sang - qui diminue 1’affinité - a été rapportée chez le crabe (Legeay et al., 1999) et
(i1), la demande en oxygene est multipliée par un facteur 3-4 (Chapitre III),

3- élever la température afin d’accélérer les mécanismes de pompage ionique
permettant de rétablir la pression osmotique originelle.

4 - sur-oxygéner le milieu, avec un mélange enrichi en oxygene pur, dans les cas
extrémes. Cet acte peut étre limité a la période 24-48 h qui correspond a la phase

aigu€ du symptome.

Cette technique a été validée, en ce qui concerne les points 1 a 4, en laboratoire et 1 a
3 dans une écloserie (Ecloserie du Nord). Nous avons qualifié cette approche de « technologie

douce » car elle permet de traiter les animaux sans apport de produit vétérinaire.

2. Avancées majeures en écophysiologie

Implications dans le domaine de la distribution géographique de [’espéce

Comme nous 1’avons déja dit, la crevette Litopenaeus stylirostris est originaire de la
zone équatoriale Pacifique, du nord du Mexique au nord du Pérou, ou sa zone de répartition
géographique correspond a des valeurs de températures supérieures ou égales a 20 °C.

Nos résultats ont permis de mettre en évidence un des mécanismes physiologiques

sous jacents qui peut participer a la distribution géographique de 1’espece. En effet, nous
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montrons que si en condition stationnaire, L. stylirostris est parfaitement capable de maintenir
I’équilibre de son milieu intérieur, lors d’un stress (matérialisé dans nos expériences par une
péche et un transfert en laboratoire) le maintien de cet équilibre devient impossible. L’animal
présente transitoirement des caractéristiques d’insuffisance respiratoire qui aboutissent a une
issue fatale dans la majorité des cas.

Sur le terrain on peut proposer que 1’attaque d’un prédateur, et la fuite associée, peut
déclencher un tel syndrome. On comprend donc bien que la présence de L. stylirostris dans

des eaux ou la température est égale ou inférieure a 20-22 °C devient alors trés improbable.

Renforcement de la théorie des faibles PO; dans le sang et les tissus

Les résultats présentés dans ce mémoire, et en particulier dans le Chapitre IV,
renforcent la valeur généraliste de la stratégie des faibles PO, (Massabuau, 2001 ; 2003).

En effet, ils démontrent qu’un animal aquatique a trés fort niveau métabolique,
comparable en fait a celui de tunidés, peut fonctionner avec des pressions partielles d’oxygene
dans le sang artériel tres faible. Ces données étendent donc la portée des observations faites a
ce jour principalement sur des animaux a métabolisme faible (écrevisse, crabe, silure, carpe,
mollusques bivalves, vers, larves d’insectes) vers le cas d’animaux a métabolisme oxydatif
tres €levés. Les informations que nous apportons ici sont d’autant plus importantes que des
poissons comme les tunidés sont et seront toujours tres difficiles a appréhender d’un point de
vue expérimental.

De plus, nos observations montrent de fagcon inattendue que la stratégie des faibles PO,
peut étre si forte dans la hiérarchie des régulations que 1’animal peut, face a un probléme qui
est finalement respiratoire, mourir parce qu’il est incapable d’hyperventiler pour améliorer
I’état d’oxygénation de son sang artériel. Pourquoi ? En fait, on est dans une situation ou c’est
la concentration en oxygene qui diminue et non pas la pression partielle. Si on accepte,
comme c’est couramment admis dans la littérature, que la grandeur réglée est bien la pression
partielle du gaz et non pas sa concentration, 1’observation apparait logique. On considére
d’ailleurs classiquement que les chémorécepteurs a oxygene sont sensibles aux variations de
pression et non de concentration. La crevette Litopenaeus stylirostris serait donc soit
incapable de détecter une diminution de concentration d’oxygene dans son sang, soit
incapable de transmettre cette information a ses centres respiratoires.

Dans cette optique, 1’observation d’un lot d’animaux ne mourrant pas suite a une
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péche-manipulation-transfert, car il augmente sa pression partielle d’oxygéne dans son sang
artériel (chapitre III ; Wabete et al, soumis), reste tout a fait exceptionnelle par rapport a toute
notre expérience de péche — transfert. Nous n’avons, comme nous l’avons dit, aucune
explication rationnelle pour expliquer ce phénomene. C’est bien sur une piste qu’il faudra

continuer a explorer dans le futur.

3. Avancées majeures dans le domaine de I’aquaculture

Ce travail est un exemple de transfert technologique de la recherche fondamental vers

la recherche appliquée et I’industrie de la crevette.

Un scénario physiologique du déclenchement du syndrome 93

La crevette est extrémement sensible aux variations thermiques dés lors que celles ci

se situent aux marges basses de la zone de son confort physiologique (22 °C a 30 °C).
Les mortalités massives en relation avec le syndrome 93 apparaissent généralement en entrée
de saison froide lorsque les variations thermiques passent en dessous du seuil des 22°C. Une
chute de température autour du seuil des 22°C induit une baisse de la capacité
osmorégulatrice de la crevette et des déplacements d’eau entre compartiments intérieur et
ambiant parfaitement mesurables.

Ces fuites sont « colmatées » trés lentement (6-7 jours) en saison froide lorsque la
crevette est exposée a des températures de 20 °C. Comme nous 1’avons écrit ci-dessus, ce
phénoméne a de nombreuses répercussions sur la physiologie respiratoire de I’animal dont
une baisse notoire de I’affinité du pigment respiratoire (hémocyanine) pour 1’oxygene
conduisant & un abaissement du pouvoir oxyphorique du sang (capacité du sang a pouvoir
transporter de I’oxygene par unité de volume).

Dans cette situation il y aurait déficit d’oxygene au niveau des tissus de la crevette dont la
survie reposerait alors sur sa capacité¢ a compenser cette pénurie. L.’animal dispose en théorie
de trois voies pour augmenter I’apport d’oxygene au niveau de ses tissus :

v’ La premiére voie est la ventilation dans ses cavités branchiales (hyperventilation) pour

y augmenter 1’état d’oxygénation de 1’eau au contact des branchies et faciliter ainsi le passage
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de I’oxygene dans le sang. Sur la Figure 8 (Chapitre IV) on observe que la valeur de base de
la PaO; est égale a 2 kPa et que cette valeur augmente a 5 kPa juste apres que le stress soit
appliqué aux crevettes. Cette augmentation de la PaO, du sang traduit une hyperventilation
des animaux. Cependant cette hyperventilation compensatrice ne dure que 24h et le relais doit
&tre pris par les deux voies exposées ci apres,

v' la deuxiéme voie est d’accroitre le flux sanguin en augmentant le débit cardiaque. Des
mesures sont en cours au DAC afin de montrer ce phénomene qui a par ailleurs été décrit chez
la crevette Litopenaeus vannamei. Chez cette espece, 1’augmentation du flux sanguin est en
outre associée a un accroissement du volume cardiaque. Une composante physiologique
explicative des mortalités du S93 serait donc des complications cardiaques faisant suite a une
baisse du pouvoir oxyphorique sanguin conséquence d’une perturbation de 1’équilibre ionique
des crevettes stressées en saison froide. Chez L. stylirostris, en minimisant expérimentalement
les perturbations ioniques associées a un stress en hiver, et en accélérant la vitesse de
récupération des animaux on €vite les mortalités caractéristiques du « syndrome 93 induit ».

v' la troisiéme voie est d’augmenter le pouvoir oxyphorique du sang par amplification de
la syntheése d’hémocyanine (protéine contenant du cuivre = pigment respiratoire chez la
crevette). Ce phénomene a été décrit chez quelques décapodes et deux facteurs pourraient
limiter I'utilisation de cette voie chez L. stylirostris. Le premier serait une carence en cuivre
des animaux. Cette carence serait le résultat d’un trop faible apport de ce métal conséquence
d’un sous dosage dans I’aliment commercial et/ou d’une baisse de la prise de nourriture chez
les crevettes ¢élevées aux températures hivernales. Le deuxiéme facteur serait un
ralentissement de la syntheése de 1’hémocyanine conséquence également de la baisse de la
température.

Connaissant les causes physiologiques conduisant a la mort des animaux en saison
froide il a été possible de développer une méthode pour prévenir cette mortalité¢ chez les
géniteurs au cours de leur transfert en écloserie (Chapitre V). Cette méthode n’est cependant
pas applicable en bassin d’élevage ou les volumes d’eau mis en jeu ne permettent pas le
controle de la température et de la salinité. Par contre, en bassin d’élevage, la solution au
syndrome 93 pourrait passer par I’alimentation. Cette solution engloberait (1) une gestion
adaptée des repas aux périodes de grandes variations thermiques autour du seuil des 22°C, (2)
un enrichissement de I’aliment en cuivre qui permettrait aux animaux de répondre a une

augmentation de leurs besoins en oxygene et (3) un enrichissement en acides gras essentiels
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afin de permettre aux crevettes de s’adapter aux températures hivernales. Le Cuivre présentant
un haut pouvoir oxydant, notamment pour les acides gras polyinsaturés, son incorporation
dans I’aliment doit se faire avec beaucoup de précaution au risque de provoquer une
péroxydation des lipides membranaires. L’apport en cuivre doit donc étre bien dosé et associé
a celui des vitamines antioxydantes (vitamines C, vitamines E et caroténoides).

L’enrichissement des granulés en ces différents éléments devrait également compenser la

baisse de I’appétit des animaux €levés en saison froide.

La notion de pression partielle d’oxygene en aquaculture

Finalement ces observations renforcent I’idée que lorsqu’on veut raisonner en terme de
physiologie respiratoire, de régulation des échanges gazeux dans un contexte
d’environnement aquatique (ou zootechnique comme dans ce travail), la parfaite connaissance
et manipulation des termes de « concentration» et de «pression» est fondamentale.
Rappelons encore une fois que I’oxygene diffuse d’un compartiment a un autre en suivant des
gradients de pression et en aucun cas des gradients de concentrations. Ce rappel est a nos yeux
totalement fondamental dans un monde de 1’aquaculture ou on ne raisonne encore que trop
souvent en utilisant exclusivement la notion de concentration d’oxygene (exprimées en mg/L
ou en ml/L) alors que les électrodes polarographiques qui servent pour ces mesures, mesurent

d’abord des pressions.

Application du protocole de transfert des géniteurs dans les écloseries.

Nous avons déja discuté des aspects pratiques de ce protocole dans un paragraphe situé
plus haut, a la fin du résumé des principaux résultats. On doit simplement noter qu’a ce jour il
est appliqué avec succes dans une ferme de production de larves (ou écloserie) située a Koné,
dans la Province Nord de Nouvelle Calédonie. C’est dans cette écloserie que nous avons pu
analyser les résultats de ce protocole. Le tableau VI.1 présente le protocole envoyé a

I’Ecloserie du Nord en octobre 2004.
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Temps 0 let2 3 4 5 6 7
jours

Péche

Femelles Epédon- Montée

culation T°C
26 °C 26 °C 26 °C 26 °C 26 °C 26 °C —29°C
26 %o 26 %o 26 %o 26 %o 26%o Remontée 35 %o
Jeline Jeline Nourrissage Jeline Nourrissage S%o Nourrissagel
(PM) Jelne

Males
26 °C 26 °C 26 °C 26 °C 26 °C 26 °C 26 °C
26 %o 26 %o 26 %o Remontée 35 %o 35 %o 35 %o
Jetine Jetline Nourrissage | S%o (AM) | Nourrissage | Nourrissage | Nourrissage

(13h) Jeline

Tableau VI 1 : Fiche protocole envoyée a I’Ecloserie du Nord en octobre 2004.
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A notre connaissance I’Ecloserie du Nord qui était a cette époque en phase de
réorganisation a équipé ses bacs de géniteurs de fagon a pouvoir appliquer notre protocole
intégralement. Nous savons que le protocole a également été testé dans deux autres écloseries
commerciales mais les résultats n’étaient pas disponibles au moment de la rédaction de ce

document.

4. Perspectives

Développement en écophysiologie

Nous prévoyons de tester I'hypotheése de la crise cardiaque pour confirmer la phase
finale aboutissant a la mort suite a une péche-manipulation-transfert en période hivernale.

Il sera intéressant pour le futur d’explorer le comportement physiologique des
animaux pour des expositions a des températures supérieures a 30 °C. En effet, en Nouvelle
Calédonie, pendant la période estivale 1’observation de telles températures est de plus en plus

fréquente.

Meéthode d’échantillonnage sanguin

Du point de vue de la recherche et des expérimentations, nos résultats doivent
clairement alerter sur les possibles biais des protocoles de mesures de 1’état de stress des
pénéides. Il est évident que le simple fait de manipuler I’animal, méme avec le plus grand
soin, peut avoir un impact énorme sur sa réponse physiologique. Les prélevements doivent
étre réalisés de fagon «ultra-rapide » et/ou aprés acclimatation aux nouvelles conditions

expérimentales.

Avancées technologiques pour la crevetticulture :

L’outil croissance — ration va permettre de quantifier les besoins nutritifs des animaux
en fonction des conditions d’élevages. Il permettra, outre une formulation ciblée des aliments,
de définir des rationnements et une stratégie d’alimentation optimisés pour chaque saison et
chaque phase de la production. Ces évolutions devraient entrainer a terme une meilleure
transformation de 1’aliment avec pour corollaire une diminutions des déchets responsables de
la pollution des élevages. Quand on sait qu’en Nouvelle-Calédonie I’aliment représente

jusqu’a 40% du prix de revient de la crevette une économie sur ce poste de colt doit étre
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clairement affichée comme une priorité de la recherche et 1’outil que nous avons développé
devrait y contribuer.

Une meilleure connaissance des valeurs de consommation d’oxygeéne des animaux devrait
permettre de mieux comprendre et évaluer les besoins en oxygene des bassins en fonction de
leur charge. L’outil chambre a métabolisme mis en place a la station de St Vincent va
permettre de mesurer avec une tres grande précision les effets sur le métabolisme de 1’animal
de différentes compositions d’aliments et des variations de quelques parametres
fondamentaux de I’environnement (oxygene, pH, salinité).

Les techniques d’écophysiologie et physiologie respiratoire développées dans ce
travail, et en particulier le développement méthodologique réalisé sous la forme "laboratoire
de terrain" en utilisant la technologie des optodes, rend maintenant possible la réalisation d’un
véritable bilan de santé sur site de type « exploration fonctionnelle ». Le développement d’un
tel service sera bien sur toujours treés lourd et coliteux (matériel sophistiqué, nombre de
personnel spécialisé important), mais nous avons démontré qu’il est réalisable. Grace aux
techniques mises en jeu, un tel bilan peut étre accompli sur une journée. A notre
connaissance, c’est la premicre fois qu’une telle possibilité est offerte de fagon réaliste en
aquaculture. Dans les cas d’élevage comme celui des pénéidés, a trés forte valeur ajoutée,

c’est évidemment un plus pour les fermiers qui en demanderait 1’application.

L’ensemble de ces technologies correspond donc a un renforcement du potentiel de
recherche et d’analyse dans le domaine de la crevetticulture des pénéidé€s sur le territoire Néo-
Calédonien. Il devrait donc participer a conférer a la Nouvelle Calédonie des avantages tout a
fait intéressant pour la gestion des fermes d’élevage de crevettes dans le futur. C’est ce qui a

déja été démontré dans le cas de la gestion des géniteurs en écloserie.
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Etude physiologique du métabolisme respiratoire et nutritionnel chez la crevette
pénéidée Litopenaeus stylirostris. Application a la crevetticulture en Nouvelle-Calédonie.

RESUME. La crevetticulture est la 2°™ production d’élevage en Nouvelle Calédonie et le
2°™ secteur 4 ’exportation. Par 1’analyse sous-jacente des caractéristiques physiologiques de la
crevette Litopenaeus stylirostris, nous avons étudié les caractéristiques remarquables de son
métabolisme (nutrition et respiration) afin d’améliorer les pratiques d’élevage et de rechercher les
causes de la fragilité de I’espéce en dessous de 20-22°C. Nous avons développé un outil de gestion
d’apport de I’aliment pour optimiser sa consommation par 1’animal et sa gestion par les fermiers.
Cette gestion est particulicrement importante pour mieux maitriser la tendance a 1’eutrophisation
des bassins. Une analyse des besoins métaboliques et des mécanismes de transport d’O, aux
limites du preferendum thermique de I’espéce a mis en évidence 1’étape limitant ses capacités de
résistance au stress a 20 °C. La stratégie des faibles états d’oxygénation dans le sang et les tissus
connue chez les poikilothermes joue ici un réle qui apparait mortel. La compréhension de ces
mécanismes et leur application dans le cadre d’un protocole de type « technologie douce » dans les
écloseries, a permis de diminuer la mortalité des géniteurs de 70 a 2-5 % et d’augmenter la
quantité de larves produites.

Mots clés: Litopenaeus stylirostris, crustacé, pénéide, oxygene, osmorégulation, nutrition,
aquaculture.

Ecophysiological study of respiratory and nutritional metabolism of penaeid
shrimp Litopenaeus stylirostris. Application to shrimp aquaculture in New Caledonia.

ABSTRACT. In New Caledonia, shrimp farming is the second farmed production and
the second export of the country. By underlying analysis of the physiological charasteristics of the
shrimp Litopenaeus stylirostris, we studied the highlighted features of its metabolism (nutrition
and respiration) in order to improve rearing practices and to search for the causes of the species
weakness below 20-22°C. We have developed a feeding strategy to optimize meals intake by the
shrimp, and feed management by the farmer. Feed management is crucially important to better
control the risk for pond eutrophication. An analysis of metabolic requirements and O, transport
mechanisms, at the temperature preferendum limits of the species, underlined the stage where the
shrimp capability to resist stress at 20°C was reduced. The strategy of low oxygenation state in
blood and tissues, well known in poikilotherms, played in that case a lethal role. The
understanding of these mechanisms and their application within a newly developed method called
“soft technology”, in commercial hatcheries lowered dramatically broodstock mortality from 70 to
2-5% and increased the number of produced larvae.

Key words: Litopenaeus stylirostris, crustacean, penaeid, oxygen, osmoregulation,
nutrition, aquaculture.







