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AVANT-PROPOS

Depuis plus de 25 ans, le bassin du Havre-Aubert (BHA) est le principal site de captage
de naissain (juvénile) de moule bleue (Mytilus edulis) pour les mytiliculteurs des Tles-de-la-
Madeleine (Québec, Canada). Cela en raison de la performance différentielle de ce naissain
en termes de croissance et de survie, mais aussi de sa forte résistance au stress, par rapport a
tout autre naissain de I’archipel. Malgré cet avantage, 1’espace disponible dans cette petite
lagune et la variabilité interannuelle du succés de captage limitent fortement le
développement de I’activité mytilicole dans 1’archipel. Un projet fut élaboré en 2014 pour
évaluer la performance des sources d’approvisionnement en naissain, de maniére a vérifier
si I’avantage différentiel démontré dans les années 1990 subsiste toujours entre les stocks
locaux. Issu d’une collaboration entre Merinov et 1’Université du Québec a Rimouski, le
projet s’intitulant "ldentification de stratégies d’approvisionnement en naissain de moules
aux Tles-de-la-Madeleine" avait pour but d’approfondir les connaissances permettant
d’identifier de nouvelles stratégies d’approvisionnement en naissain et d’élevage de moule.
Le présent projet de doctorat fut intégré dans cette vaste étude durant 1’été 2016, et les
échantillonnages réalisés par 1’équipe de Merinov y furent incorporés. Par ailleurs, il a été
suggéré que le maintien d’une performance différentielle des stocks de naissain puisse
reposer sur un phénomeéne de sélection locale, s’appliquant au BHA. Ainsi, la collaboration
fut prolongée dans un autre projet intitulé "Mécanismes sous-jacents a la performance du
naissain de moule du bassin du Havre-Aubert, aux Tles-de-la-Madeleine". L’identification et
la démonstration d’un tel phénoméne semblent primordiales pour soutenir la pérennité de la
mytiliculture locale, encourager la venue d’éventuels nouveaux producteurs, et décrire les
mécanismes de sélection qui opérent en milieu naturel. Dans le cadre de cette collaboration,
il fut établi que Merinov ait I’opportunité de mener des essais et analyses de pointe pour offrir
son soutien technique et scientifique a I’industrie aquacole québécoise, et que 'UQAR puisse

incorporer un volet académique a ce projet, en y intégrant ma these de doctorat.
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RESUME

L’élevage de mollusques bivalves domine la production mondiale de 1’aquaculture
marine. Au Canada, la mariculture de bivalves représente une composante majeure de
I’économie, et la mytiliculture en constitue la principale source de production. Pour I’heure,
la conchyliculture globale est essentiellement pratiquée dans les milieux c6tiers et protégés,
mais face aux contraintes sociales, administratives, environnementales et économiques
associées, la culture au large, ou offshore, semble constituer une stratégie nouvelle a
développer. De maniére générale, il est souvent admis que la productivité aquacole dépende
surtout des performances de survie et de croissance des organismes. Le succes d’un élevage
peut donc largement varier d’un stock de production a I’autre, méme sur de faibles échelles
géographiques, puisqu’il dépend des interactions multiples entre facteurs exogenes et
endogénes qui s’appliquent tout au long du cycle de production. Pour prévoir les meilleurs
niveaux de performance d’élevage, il semble primordial d’évaluer les caractéristiques des
stocks de juvéniles et des sites de grossissement utilisés en conchyliculture.

Dans ce contexte, le présent projet de recherche avait pour objectif de définir les
modalités permettant d’obtenir un stock de naissain de moule bleue (Mytilus edulis) de
qualité et de produire de hauts niveaux de performance en élevage. Ce projet s’est articulé
autour de deux axes distincts. Dans un premier temps, le but était d’évaluer les niveaux de
performance de plusieurs stocks de moule en fonction de leurs origines et leurs sites
d’élevage, aux Tles-de-la-Madeleine (Québec, Canada). Dans un second temps, le but était
de définir les mécanismes de sélection et d’obtention d’un naissain de moule performant.

Dans le premier axe de recherche, les variations de performance commerciale, de
survie, de croissance et des tendances physiologiques ont été évaluées pour plusieurs stocks
de moule d’origine voisine, cultivés dans deux sites aux conditions environnementales tres
contrastées — en milieu lagunaire (élevage cotier) et en pleine mer (élevage au large) — durant
un cycle traditionnel d’élevage de deux ans. Selon une approche par transferts croisés de type
"stock-site"”, il avait été envisagé d’observer une performance différentielle en fin de cycle
de production, dépendante des caractéristiques génétiques et physiologiques des stocks et des
conditions environnementales (notamment de température) des sites. Les resultats obtenus
ont démontré qu’un approvisionnement en naissain dans la lagune du bassin du Havre-Aubert
(BHA) permet d’obtenir de meilleurs niveaux de performance. Comparativement aux autres
stocks, ce naissain a présenté une meilleure taille au début de sa phase de grossissement et
démontré de forts niveaux d’expressions de genes pour des enzymes associées a la réponse
au stress cellulaire et aux défenses antioxydantes. Au moment de la récolte finale, ce naissain
a démontré de trés bons taux de survie (>90 %), peu importe le site d’élevage utilisé,
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favorisant alors le niveau de sa performance commerciale. En paralléle, 1’absence de
conditions thermiques stressantes dans le site d’¢élevage au large, en Baie de Plaisance (BP),
a stimulé la croissance estivale des stocks de moules (+ 27 %), amélioré le contenu en
réserves énergetiques, doublé I’indice de condition et favorisé la survie finale (+ 23 %). D’un
point de vue industriel, ce milieu offshore a grandement augmenté la performance
commerciale puisque les revenus nets en fin de cycle de production ont été augmentés par
trois, comparativement a ceux obtenus en milieu cétier.

Le second axe de recherche était basé sur les faits mis en lumiére en premiere partie
d’étude, montrant qu’une performance supérieure est maintenue depuis 25 ans pour un stock
prélevé chaque année dans le milieu naturel puis systématiquement transféré dans plusieurs
sites d’élevage, sur une échelle microgéographique. Il avait été considéré que les
caractéristiques morphologiques du site de captage associé y induisent un réchauffement
héatif et plus intense durant 1’été. Par ailleurs, il avait été envisagé que les températures
estivales maximales de ce site puissent engendrer une pression de selection durant
I’ontogénie du naissain, et en améliorent les performances au cours du grossissement. Les
résultats obtenus en mésocosme ont démontré I’existence d’une température sélective
affectant les juvéniles de moule. L’application d’un stress thermique semblable a ce qui est
observé dans le milieu naturel (24 °C pendant 85 heures) a induit une augmentation des taux
de mortalité (+ 37 %) pour des juvéniles dont la taille est comprise entre 4,5 et 7 mm. Ce pic
thermique a également engendré une amélioration de la croissance de la coquille (+ 22 %) et
des tissus (+ 51 %) pour le groupe de survivants. Ces résultats soutiennent 1’idée qu’une
sélection taille-dépendante a permis d’éliminer le naissain moins résistant et moins
performant. Aucune sélection thermique n’a semblé affecter les performances des post-larves
(<1 mm).

Dans son ensemble, ce projet de doctorat propose des orientations de haute valeur pour
optimiser I’approvisionnement en juvéniles de moule et leur grossissement en site d’¢levage.
L’¢étude menée constitue la premiére observation des mécanismes de sélection aboutissant a
’obtention d’un naissain de qualité. A la suite de ce premier constat, une attention
particuliére devrait étre portée pour, d’une part, approfondir nos connaissances sur le
phénomeéne démontré, et d’autre part, mieux caractériser le naissain de haute performance
ainsi sélectionné. Les résultats de ce projet de recherche constituent également des arguments
puissants pour encourager la mariculture cotiere a s’orienter vers le milieu offshore. Ils
démontrent 1’alternative rentable que constitue cette stratégie, notamment pour traiter les
enjeux actuels du réchauffement des masses d’eau.

Mots clés: Mytilus edulis, transferts croisés, stock, site, performance commerciale, survie,
croissance, mariculture, élevage cotier, élevage au large, pression de selection
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ABSTRACT

Farming bivalve molluscs dominates the global marine aquaculture. In Canada, bivalve
farming is an important component of the economy, and mussels constitute the main source
of production. Shellfish aquaculture development has occurred almost exclusively in
protected and nearshore environments, but faced with social, administrative, environmental
and economic constraints, the offshore development seems to be a promising strategy. It is
commonly assumed that productivity depends on both survival and growth performances.
Farming performances can thereby highly fluctuate between spat stocks, even at a
microgeographic scale, since it depends on the multiple interactions between exogenous and
endogenous factors along the production cycle. To predict the best levels of productivity, it
seems essential to assess the characteristics of spat stocks and grow-out sites used in bivalve
aquaculture.

In this context, the main objective of this research project was to define the modalities
to obtain a blue mussel (Mytilus edulis) spat stock of quality, allowing high levels of
performance productivity. This doctoral project was composed of two distinct research axes.
The first goal was to assess the farming performance levels of several mussel spat stocks,
according to their origins and the grow-out site used in the Tles-de-la-Madeleine archipelago
(Québec, Canada). The second goal of this project was to identify the selection mechanisms
providing a performant mussel spat stock.

Firstly, variations in commercial, survival and growth performances, as well as
physiological trends, were evaluated for neighbouring blue mussels spat stocks, cultivated in
such contrasted environments that are shallow lagoons (nearshore environment) and open sea
waters (offshore environment), through a traditional two-year production cycle. According
to a "stock-site" spat transfer design, a differential performance pattern was expected among
combinations at the end of the production cycle, considering the variability of genetic and
physiological features of stocks, as well as the environmental (particularly temperature)
characteristics of grow-out sites. The obtained results showed that mussel spat originating
from the lagoon of bassin du Havre-Aubert (BHA) lagoon provided the best levels of
performance. When compared to the other stocks, the spat displayed a larger size for sleeving
and showed the higher gene expression for enzymes involved in the cellular stress response
and antioxidant defences. At the harvest time, this spat stock exhibited the best survival rate
(>90%) in both nearshore and offshore sites, therefore promoting its commercial
performances. Meanwhile, the absence of summer stressful thermal condition in the offshore
site of Baie de Plaisance (BP) stimulated the summer growth of mussel stocks (+ 27 %),
improved the energy reserves content, doubled the condition index and favored the final
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survival rates (+ 23 %). Compared to the industrial productivity in coastal environment,
commercial performance of mussel farming was improved by offshore grow-out conditions,
since the mean net income was three times higher at the end of the production cycle.

Secondly, works from the first part of the research confirmed that higher performance
has been maintained for 25 years, for a mussel spat stock collected each year in the field then
transferred in several grow-out sites, at a microgeographic scale. It is considered that
morphological characteristics of the associated collection site induce an earlier and more
intense seawater warming during the summer. Then, it is expected that maximum summer
temperature generates a selection pressure on ontogenic stages of spat, which therefore
improves its general performances during the grow-out phase. Results obtained in mesocosm
conditions demonstrate the existence of a thermal selection affecting juvenile mussels. By
applying a similar temperature to the thermal maximum peak observed in the environment
(24 °C for 85 hours), an increase of mortality rates (+ 37 %) was observed on juveniles whose
size was between 4.5 and 7 mm. This thermal peak improved as well as the shell (+ 22 %)
and tissues (+ 51 %) growth performances of survivors. These results support the hypothesis
that a size-dependent selection allowed the elimination of less resistant and non-performant
spat. No thermal selection was observed on performances of post-larvae (<1 mm).

This overall research project provides highly valuable guidance for optimizing spat
supply and grow-out processing for the mussel farming industry. This study constitutes the
first observation of selection mechanisms leading to the production of a mussel spat stock of
quality. Following this initial point, a special emphasis should be addressed to characterize
more precisely this phenomenon and the performance of the spat thereby selected. The results
of this research constitute some powerful elements to promote the offshore orientation of
marine aquaculture. This alternative strategy represents a profitable option to deal with the
global issues associated to water warming.

Keywords: Mytilus edulis, spat transfer, stock, site, commercial performance, survival,
growth, mariculture, nearshore, offshore, selective pressure
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INTRODUCTION GENERALE

1. ETAT GLOBAL DE LA PRODUCTION AQUACOLE

L’aquaculture désigne toute production animale et végétale réalisée en eaux
continentales ou marines (mariculture). Elle se pratique dans des bassins, étangs ou enclos
aménageés (aquiculture) ou en utilisant des structures installées en riviére, en bord de mer, en
lagune ou au large. L’aquaculture est un secteur alimentaire extrémement diversifié, allant
par exemple de la production en photobioréacteurs d’algues unicellulaires du genre Chlorella
(Gors et al., 2010) a I’¢élevage en cage de saumon Salmo salar (Asche et al., 2013). Prés de
600 especes distinctes sont actuellement produites par 1’aquaculture dans le monde, parmi
lesquelles 369 especes de poissons (dont 5 hybrides), 40 d’algues, 64 de crustacés, 109 de
mollusques, 9 autres espéces d’invertébrés aquatiques et 7 especes de reptiles et amphibiens
(FAO, 2018). En 2013, la production aquacole totale (végétale et animale) a dépasse pour la
premiére fois le tonnage des captures de péche, en suivant une augmentation annuelle
moyenne de 6,3 % depuis 1994 (FAO, 2016; Tacon, 2020). Les derniéres statistiques
disponibles reportent des records de production globale, avec 96,4 millions de tonnes issues
de la péche et 114,5 millions de tonnes produites en aquaculture (FAO, 2020a). La production
aquacole représente une valeur de 263,6 milliards USD, dont 95 % (250,3 milliards USD ;
82,1 millions de tonnes) est issue de la production animale contre seulement 5 %
(13,3 milliards USD ; 32,4 millions de tonnes) pour la production algale (Figure 1). Il existe
de tres fortes inégalités géographiques puisque 89 % de la production aquacole animale
provient d’Asie (dont 58 % par la Chine, 9 % par I’Inde et 7 % par 1’Indonésie) alors que
I’Europe et I’ Amérique du Nord (Canada, Etats-Unis et Mexique) contribuent respectivement
a 3,8% et 0,8% de cette production (FAO, 2020a). En 2018, I’aquaculture d’espéces
animales a produit majoritairement du poisson (139,7 milliards USD ; 54,3 millions de



tonnes), provenant essentiellement d’élevages en eaux continentales (47 millions de tonnes)
et majoritairement en eau douce (FAO, 2020a). Outre la pisciculture, 1’élevage aquacole
comprend une production de 17,5 millions de tonnes (34,6 milliards USD) de mollusques
(essentiellement des bivalves marins), 9,4 millions de tonnes (69,3 milliards USD) de
crustacés ainsi que 936,7 milliers de tonnes d’autres invertébrés aquatiques
(e.g. échinodermes et éponges de mer) ou encore des tortues aquatiques et grenouilles
(Figure 1).

Volume : Valeur :
114,5 millions de tonnes 263,6 milliards USD
13,3 6%

5,1%

O

0,9 MT
0,8%

Poissons| Algues Crustacés Mollusques

Figure 1. Production totale de 1’aquaculture mondiale en 2018, exprimée en termes de
volume et de valeur, par type de produit
Inspiré de Tacon et al. (2020) et FAO (2020a). * = autres invertébrés aquatiques, tortues
aquatiques, grenouilles. MT = millions de tonnes. G$ = milliards de dollars américains



L’accés a une ressource durable en protéines demeure 1’un des défis majeurs du XXI°
siecle (Duarte et al., 2009), notamment dans le contexte ou les derniéres projections estiment
que la population humaine atteindra les 9,7 milliards d’individus d’ici a 2050 (UN, 2019).
Par ailleurs, la consommation annuelle per capita de produits marins est passée de 9 a
20,3 Kg entre 1961 et 2017 (FAO, 2020a). Alors que les tonnages issus de la péche stagnent
depuis 1994 (Tacon, 2020), I’aquaculture représente une alternative durable et adaptée pour
garantir une sécurité alimentaire globale (Godfray et al., 2010; Merino et al., 2012) a
condition de s’organiser afin de limiter différentes contraintes spatiales et sociales (Lester et
al., 2018; Galparsoro et al., 2020). Depuis I’adoption par les Nations Unies du programme
de développement durable, comprenant 17 "Objectifs de développement durable" a atteindre
d’ici 2030 (UN, 2015), I’Organisation des Nations Unies pour I’ Alimentation et 1’ Agriculture
(dite la FAO) a défini de nombreux engagements pour promouvoir une aquaculture durable
(FAO, 2017). Notamment, il s’agit de définir une production plus avantageuse pour les pays
les moins avancés, en favorisant un dialogue multipartite (i.e. industries aquacoles et
promoteurs, décideurs politiques et gestionnaires, recherche, ONGs et société civile, et enfin,
secteurs touristique, récréatif et éducatif), mais aussi en considérant la plupart des dimensions
socio-économiques, en intégrant les fonctions et services écosystémiques, et en améliorant
le bien-étre humain et 1’équité sociale de ces différentes parties prenantes (Soto et al., 2008;
Custodio et al., 2019; Galparsoro et al., 2020; Krause et al., 2020).

2. MARICULTURE DE MOLLUSQUES BIVALVES

Les prémices de 1’aquaculture reposent sur des preuves de 1’existence d’élevages
d’anguilles (Anguilla australis), opérés par les communautés d’aborigénes d’Australie il y a
environ 7 siécles. Le premier ouvrage relatant des techniques aquacoles remonte a 500 ans
avant notre ere, et décrit les rudiments de 1’élevage de la carpe commune (Cyprinus carpio),
comme opéré en chine depuis plusieurs siecles. L’élevage de mollusques marins, appelé

conchyliculture en frangais, nous provient d’Asie (Chine, Corée, Japon), ou la population



utilisait des pieux de bois pour récolter les huitres et les moules qui s’y fixaient. Ces types de
cultures se sont largement repandus dans le bassin méditerranéen puis dans toute 1’Europe, a
I’époque de la Gréce antique. Bien que la mariculture de mollusques fat initiée il y a tres
longtemps, le déploiement a une tres grande échelle de la conchyliculture est tres récent et
date du XX° siécle (Castagna, 1983; Gosling, 2015a). Selon les dernieres données
(FAO, 2020a), la mariculture animale mondiale est dominée par 1’élevage de mollusques
(56,3 %), elle-méme constituée majoritairement de bivalves (97,5 %), avec pres de
17 millions de tonnes produites (Tableau 1) associées au marché alimentaire ou, dans une
moindre mesure, a la production de perles. La Chine détient le monopole de la production
mondiale de mollusques (83,4 %), avec plus de 14 millions de tonnes produites en 2018
(FAO, 2020a ; 2020b).

L’élevage de bivalves se distingue selon deux modes de culture : sur le fond ("on-
bottom"), ou I’individu est fixé directement sur ou dans le substrat, ou encore conservé dans
une cage jusqu’au moment de la récolte, et hors fond ("off-bottom"), ou le bivalve est
maintenu en suspension dans la colonne d’eau grace a des structures variées (cages, pieux,
filieres), le rendant inaccessible aux prédateurs benthiques (Gosling, 2015a). Les types
d’¢élevage se réferent aux types de bivalves cultivés. Par ordre d’importance (Tableau 1), on
distinguera principalement [’ostréiculture pour les huitres (famille des Ostreidae),
représentant 34,6 % du poids global de bivalves produit en 2018, suivi par la vénériculture
et la cérastoculture (32,2 %) pour les élevages de palourdes (Veneridae) et de coques
(Cardiidae), la pectiniculture (12,3 %) pour les pétoncles et coquilles Saint-Jacques
(Pectinidae), et la mytiliculture (12,2 %) pour les moules (Mytilidae). Avant la récolte et la
commercialisation de la production, chaque cycle d’¢levage suit classiquement deux phases
distinctes. La premiére correspond & (i) I’approvisionnement en juveniles (naissain),
collectés directement dans le milieu naturel (le captage) ou produits alternativement en milieu
contr6lé (écloserie). Le captage est effectué durant la période de reproduction des bivalves et
permet de récupérer le naissain grace a des structures artificielles (les collecteurs). En
écloserie, celui-ci est produit selon des critéres de quantité et de qualité bien spécifiques.

Apreés cette premiére phase, le cycle de production se poursuit par (ii) le grossissement,



appliqué selon les modes d’¢élevage sur le fond ou hors fond. Le naissain est généralement

placé dans de nouvelles structures (cages, boudins, filets), puis installé dans des sites de

grossissement, qui seront plus ou moins éloignés des sites d’origine du naissain et

sélectionnés selon 1’espéece cultivée, le mode de culture, mais aussi les paramétres physico-

chimiques (courants et échanges tidaux, profondeur, qualité de 1’eau, turbidité, pollution), les

interactions biologiques (prédation, compétition, contaminants biologiques, biosalissures), la

localite, les autres activités socio-économiques presentes, ou encore le modéle d’affaires
choisi par le producteur (Quayle & Newkirk, 1989; Helm et al., 2004; Gosling, 2015a).

Tableau 1. Production globale de la mariculture de mollusques en 2018, présentée (a) par
volume produit par pays, ainsi que (b) par volume et valeur par type d’élevage
Extrait de FAO (2020b). KT = milliers de tonnes. G$ = milliards de dollars américains

a) b)
PAYS P‘(’ETS_) %  TYPE D'ELEVAGE F(’fg; % Vi'g‘;; %
Chine 14 433 834 Huitres 5995 346 7,23 211
Corée du Sud 418 24
Chili 378 22 Palourdes, coques 5578 32,2 9,72 283
Japon 350 2,0
Vietnam 301 17 Pétoncles 2136 123 586 171
Espagne 287 17
Etats-Unis d'Amérique 181 11 Moules 2113 122 4,52 132
France 145 o8
Italie 93 05 Autres bivalves 1056 6,1 4,47 13,0
Thailande 93 05 et non identifiés
Nouvelle-Zélande 88 05 Gastéropodes 427 25 249 73
Taiwan 72 0,4 Ormeaux, bigorneaux ...
Corée du Nord 62 04
Philippines 55 03
Pays-Bas 46 03
Canada 43 03
Autres 259 15
TOTAL 17 304 100 TOTAL 17304 100 34,29 100




Dans le cas majoritaire d’un approvisionnement en milieu naturel, le succeés de captage
constitue 1’élément clé pour les rendements, la productivité et la performance commerciale
de I’élevage. Les facteurs exogenes (température, ressources nutritives et salinité) peuvent
grandement affecter les cycles de reproduction des géniteurs ainsi que le succes de
recrutement du naissain (Gosling, 2015b; 2015c). Les structures servant de collecteurs sont
choisies de telle sorte a proposer un milieu propice a la fixation-métamorphose de 1’espéce
visée, afin de garantir un bon succes de captage. Les collecteurs doivent aussi permettre de
limiter la fixation naturelle des especes indésirables, ou de faciliter les actions visant a les
contréler (e.g. saumurage des collecteurs de moule) (Gosling, 2015a; 2015b). En effet, le
développement d’épibiontes et/ou de prédateurs sur les collecteurs (e.g. €toiles de mer,
tuniciers ou macroalgues) constitue un obstacle a la fixation et a la survie du naissain, et peut
induire une forte diminution des densités récupérées en fin de captage. Ainsi, les collecteurs
sont, par exemple, des coupelles de plastiques pour les huitres, des tapis benthiques pour les
palourdes, des poches de filets pour les pétoncles ou des cordes en suspension pour les
moules. Le captage en milieu naturel se fait a proximité des lits de géniteurs sauvages, ou a

proximité des stocks en culture.

L’approvisionnement en naissain se fait en écloserie lorsque : (i) le site de captage a
atteint la limite maximale de son exploitation, (ii) 1’approvisionnement naturel en naissain
est insuffisant ou irrégulier, (iii) les stocks de géniteurs ont été surexploités ou décimés, (iv)
I’espece cible n’existe pas localement (espéce exotique), (V) la stratégie maricole est de
cultiver un naissain d’une certaine qualité génétique et/ou physiologique (Helm et al., 2004;
Gosling, 2015a). Un approvisionnement en écloserie a 1’avantage d’étre fiable et disponible
selon les quantités et moments désirés. Toutefois, son codt est bien plus important qu’un
captage en milieu naturel, étant donné les techniques spécifiques de conditionnement,

d’alimentation et de culture des géniteurs ainsi que de leurs progénitures (Helm et al., 2004).

Contrairement aux modeles intensifs souvent appliqués en pisciculture (apports
d’aliments, vitamines et antibiotiques), les bivalves sont des espéces idéales pour une

aquaculture extensive. L’alimentation de ces filtreurs ne nécessite aucun apport et repose sur



la productivité planctonique du milieu et les apports en matiere organique induits par les
courants et échanges tidaux (Helm et al., 2004; Wijsman et al., 2019). lls constituent une
ressource alimentaire durable, car leur niveau trophique (2) est inférieur a celui des crustacés
(2,2 — 3) ou des poissons (3 — 4,8), qui nécessitent davantage de transferts de biomasses issus
des producteurs primaires (Duarte et al., 2009). Les bivalves marins sont apprécies des
consommateurs de par leur goQt caractéristique et leurs bienfaits nutritifs, comme notamment
leur teneur en protéines, en vitamines A et D, en minéraux essentiels (iode et sélénium), et
en acides gras polyinsaturés (dont les essentiels, ®-3 et »-6) (Wijsman et al., 2019). Enfin,
la conchyliculture fournit de nombreux services écosystémiques ayant une influence sur les

parameétres biotiques et abiotiques de 1I’environnement :

- Régulation des processus hydrodynamiques, modification des courants et flux d’eau,
- Structure physique servant de dispositif de concentration de poissons, effet nourricerie,
- Biodéposition des nutriments, dénitrification, resuspension des nutriments,
- Controéle des risques d’eutrophisation par bioremédiation des nutriments, consommation
et sédimentation de 1’excés en phytoplancton, réduction du déficit en oxygéne la nuit,
- Modération de I’occurrence de blooms d’algues toxiques et/ou de pathogénes microbiens,
- Atténuation des effets du changement climatique
(Smaal et al., 2019; van der Schatte Olivier et al., 2020; Mascorda Cabre et al., 2021).

Par ailleurs, les effets du changement climatique constituent un défi majeur pour le
développement global de la mariculture (Pernet & Browman, 2021). Le changement
climatique tel que défini par le GIEC (Groupe d’experts Intergouvernemental sur I’Evolution
du Climat) correspond a une modification de I’état du climat sur une période de temps
définie, résultant de processus internes naturels et des forgages externes qui sont attribuables
aux modifications anthropiques de la composition de I’atmosphére. Aujourd’hui, 1’origine
humaine des changements globaux actuels est établie de maniere consensuelle (Cook et al.,
2016). Entre 1901 et 2010, les océans ont emmagasiné 93 % de 1’excédent de chaleur causé
par les gaz a effets de serre, séquestré 30 % des émissions de CO, anthropogéniques et subi

une augmentation moyenne de 14 cm du niveau de la mer (Barange et al., 2018). Les impacts



des facteurs liés au changement climatique (réchauffement, acidification, hypoxie,
changements dans la production primaire, inondation et ouragan, risques accrus de maladies,

de parasites, de pathogenes, et efflorescences d’algues nuisibles ...) sont a 1’origine de :

- Perturbations de la croissance, survie, reproduction et du métabolisme des bivalves,

- Baisse des rendements a la récolte et de la productivité maricole,

- Déclin de I’approvisionnement en naissain naturel, a compenser par les écloseries,

- Perte de qualité de la production et déclin de sa valeur marchande,

- Nécessité d’adapter, déplacer, ou encore de changer les structures et stratégies d’élevage
(Barange et al., 2018; D’ Abramo & Slayer, 2019; Pernet & Browman, 2021).

3. MYTILICULTURE

On raconte que | origine de la mytiliculture en Europe remonterait a plus de 750 ans.
En essayant de capturer des oiseaux marins a [’aide de filets tendus au-dessus de la mer, un
irlandais naufragé sur les cotes francaises aurait remarqué que les pieux qu il avait plantés
dans la zone de marée s étaient rapidement couverts de moules, plus grosses et de meilleure

qualité que celles récoltées sur le fond. L élevage sur bouchot était né. (Goulletquer, 1997)

De nos jours, la mytiliculture mondiale s’est développée a 85 % selon le mode de
culture hors fond (McKindsey et al., 2011), essentiellement dans des zones cétiéres protégées
et baies fermées (Perez Camacho et al., 1991; Weitzman et al., 2019) ou encore en milieu
estuarien (Drapeau et al., 2006; Filgueira et al., 2016). 1l existe trois principales méthodes de
culture de moules hors fond (Figure 2) : sur radeau flottant (“raft-culture), sur structure fixe
verticale dite aussi "bouchot” ("pole-culture™), et sur ligne flottante horizontale dite "filiére"
("longline-culture™), pouvant étre en subsurface ou submergée en profondeur (Hickman,
1992; Avdelas et al., 2021; Mascorda Cabre et al., 2021). La production mondiale en 2018 a
dépassé les 2 millions de tonnes, représentant une valeur de 4,5 milliards de dollars

américains (Tableau 1).
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Figure 2. Types d’élevage de moules en culture hors-fond sur : (a) radeau, (b) bouchot,
(c) filiere en subsurface (d) filiere en profondeur
Traduit et adapté de Mascorda Cabre et al. (2021)

L’¢levage de moules en milieu cotier est de plus en plus limité du fait des contraintes
reliées (1) aux procédures administratives, a I’organisation de I’espace cotier et aux conflits
avec les autres usagers (Langan, 2012; Lester et al., 2018; Galparsoro et al., 2020), (ii) a la
volonté d’améliorer la productivité et la performance des élevages de moules (Ogilvie et al.,
2004; Cheney et al., 2010; Gallardi et al., 2017), (iii) a la qualité de la production en lien avec
les préoccupations pour la santé humaine (Cheney et al., 2010; Langan, 2012), (iv) a I’atteinte
des limites de capacité des zones aquacoles (McKindsey et al., 2006; Weitzman & Filgueira,
2020), (v) aux enjeux concernant les especes exotiques et envahissantes, 1’enrichissement
cOtier en nutriments et la perturbation des réseaux trophiques (Cheney et al., 2010; Weitzman
etal., 2019; Mascorda Cabre et al., 2021), et (vi) aux effets néfastes des changements globaux
(Callaway et al., 2012; Filgueira et al., 2016; Steeves et al., 2018; Mizuta et al., 2019).



De plus en plus d’études soutiennent 1’idée d’une conchyliculture opérée en milieu
ouvert (pleine mer), dit aussi milieu "offshore”, comme alternative face aux contraintes de
1’élevage en milieu cOtier. Les avantages démontrés sont que le milieu offshore propose des
conditions d’élevage plus stables pour la mytiliculture, notamment en termes d’exposition
aux stress environnementaux (e.g. stress thermique), avec des répercussions directes sur les
taux de mortalité, les taux de croissance, 1’état de santé des stocks a la récolte et donc sur la
qualité de la production (Cheney et al., 2010; Langan, 2012; Gallardi et al., 2017; Steeves et
al., 2018; Mizuta & Wikfors, 2019; Mizuta et al., 2019). Dans une récente revue de littérature
consacrée a la mytiliculture au large, Mascorda Cabre et al. (2021) ont statué¢ qu’en
comparaison aux zones cotiéres qui tendent & devenir naturellement oligotrophes, les milieux
ouverts offrent une bonne qualité d’eau, de bonnes conditions d’oxygénation, moins de
risques d’exposition aux toxines (blooms phytoplanctoniques toxiques) grace a I’absence de
surcharge en nutriments et a une moindre production primaire, et enfin une moins forte

exposition aux maladies, parasites, ou contaminations d’origines anthropiques.

Dans le monde, la moule méditerranéenne (Mytilus galloprovincialis) est I’espéce la
plus cultivée (~ 400 000 tonnes), notamment en Asie orientale et en Europe méridionale. Elle
est suivie par M. chilensis au Chili (~ 300 000 tonnes), la moule bleue (M. edulis) en Europe
occidentale, Europe septentrionale et sur les cotes Est du Canada et des Etats-Unis
(~ 200 000 tonnes), la moule verte d’Asie (Perna viridis) largement cultivée en Thailande
(~ 100 000 tonnes), et la moule verte de Nouvelle-Zélande (P. canaliculus) dont la

production ne cesse de croitre (> 100 000 tonnes) (Gosling, 2015a).

Au Canada, la production de mollusques est dominée par la mytiliculture (60,4 %),
avec 26 091 tonnes de moules (43,73 millions de dollars canadiens) produites en 2019
(Statistique Canada, 2020). Sur les cotes Est des Etats-Unis et du Canada, 1’élevage de moule
repose sur deux espéces (M. edulis et M. trossolus) co-existantes dans le golfe du Saint-
Laurent, le plateau néo-écossais et le golfe du Maine, qui peuvent s’hybrider, ne sont pas
dissociables a 1’ceil nu, mais dont des optimums physiologiques sont différents (Mallet &
Carver, 1995; Rayssac et al., 2010; Tremblay & Landry, 2016).
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Figure 3.  Cycle traditionnel de production de moules sur filiere dans I’est canadien

(1) ponte des moules établies dans le milieu naturel au mois de juin & installation des
collecteurs dans le site de captage, (2) larves en dispersion dans le milieu pélagique,
(3) fixation-métamorphose des larves sur les collecteurs, (4) retrait des collecteurs en
octobre-novembre, (5) boudinage du naissain récupéré, (6) installation des boudins en
site de grossissement, (7) récolte partielle du stock, moules 4gées de ~18 mois,
(8) récolte compléte du stock, opérée avant le début de la prochaine saison de captage,
moules agées de ~24 mois

Au Québec et dans les provinces maritimes du Canada, la mytiliculture repose
essentiellement sur 1’élevage de naissain récupéré dans le milieu naturel, puis mis en
grossissement sur filiére selon un cycle qui s’étire sur deux années (Figure 3). A partir du
mois de juin, des cordes de polypropyléne (collecteurs) sont placées en suspension dans les
sites de captage, puis ces collecteurs sont récupérés vers octobre-novembre. Le naissain est

immédiatement boudiné dans des structures tubulaires en filet maillant (boudins) puis replacé
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en suspension dans les sites de grossissement. Ces boudins peuvent étre des structures
individuelles (3-5 m) ou un unique long boudin s’étirant sur toute 1a filiere mytilicole. La
production sur boudins est partiellement récoltée a I’automne (12 mois de grossissement)
puis au printemps suivant (18 mois). Les individus récoltés, agés de 18 et 24 mois

respectivement, sont commercialisables lorsqu’ils atteignent une taille de 50 mm de long.

Le succes de 1’élevage de moule pourrait étre défini par les niveaux de performances
observables a chaque stade de développement des individus durant les étapes de captage et
de grossissement, c’est-a-dire les patrons de survie, de croissance et de reproduction au stade
adulte. Cette performance biologique se répercute sur la performance de I’approvisionnement
en naissain et sur la productivité a la récolte, pour finalement induire une certaine
performance commerciale de 1’¢levage (Figure 4). De nombreux paramétres, d’origine
exogene et endogene, peuvent entrer en interaction et orienter le développement des bivalves
(Bayne, 2004; Toupoint et al., 2012a; 2012b; Bourque & Myrand, 2014; Gosling, 2015d).
Toutefois, leur influence est modelée par les stratégies d’élevage appliquées. En effet, la
réponse des organismes en culture dépend des caractéristiques du stock de naissain capté
(essentiellement genétiques et physiologiques), des caractéristiques du site de grossissement
(essentiellement environnementales), ainsi que du type d’élevage utilisé (Lupo et al., 2021).
Il semble alors important de pouvoir définir chaque aspect du développement des moules de
culture, afin de mieux en décrire les différentes caractéristiques et ainsi de prévoir les

meilleurs niveaux de performance.
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Figure 4. Principaux paramétres pouvant influencer le succes d’élevage mytilicole

4, CARACTERISATION DES MOULES DE CULTURE

4.1 Notion de stock

La notion de "stock™ est un concept tres hetérogene utilise essentiellement pour définir
des unités de gestion des péches ou de production (Cadrin et al., 2014). De maniere genérale,

un stock est défini comme une sous-unité d’une population (Cushing, 1968; Secor, 2005) et
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correspond a la partie exploitable d’une espéce donnée, dans une zone géographique donnée

et durant une période de temps donnée (Cadrin et al., 2014; Gosling, 2015e).

Il peut aussi étre défini arbitrairement pour parler de cohorte, classe d’age, sous-
population, métapopulation, sous-espéce ou espece (Secor, 2005). Deux méthodes
complémentaires permettent de définir un stock tout en conciliant biologie et gestion des
péches, il s’agit des méthodes génotypique et phénotypique (Cadrin et al., 2014). Un stock
génotypique regroupe plusieurs membres d’'une méme espéce dont 1’intégrité génétique
persiste, tant qu’ils restent isolés spatialement et temporellement des autres stocks,
notamment lors de leur reproduction. Cette définition d’un stock génotypique se rapproche
fortement de celle d’une population écologique (Futuyma, 1986). Par contre, deux stocks
phénotypiques sont deux groupes intraspécifiques différenciables par 1I’expression de certains
de leurs caractéres (e.g. taux de croissance) face a des variations génétiques et/ou

environnementales (Cadrin & Secor, 2009).

Si les avancées techniques en termes de discrimination génétique ont permis de
favoriser la définition de stocks génotypiques, la distinction phénotypique garde toute sa
valeur lorsque I’on considére des paramétres de recrutement, croissance et mortalité (Cadrin
et al., 2014). Chez M. edulis, des différences génotypiques (Johannesson et al., 1990) et
phénotypiques (Myrand & Gaudreault, 1995) ont permis de distinguer des stocks venant de
localités tres proches (quelques kilométres), issus de classes d’ages successives ou de
cohortes similaires. On peut alors définir des stocks de bivalves sur une échelle spatiale tres
petite (lagunes voisines) et une échelle temporelle trés restreinte (années successives).
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4.2 Cycle biologique

La moule bleue, M. edulis (Linné, 1758), est un mollusque bivalve des eaux cétieres
boréales tempérées, appartenant a la famille des Mytilidae (Seed, 1976). Hautement
tolérante, I’espéce est dite euryhaline et eurytherme, car elle se développe dans de larges
gammes de salinité (15-40 PSU) et de température (5 a 20 °C) (Brenko & Calabrese, 1969;
Widdows, 1973; Bayne 1976; Incze et al., 1980). La moule vit dans les eaux peu profondes
de la zone subtidale, mais peut facilement étre retrouvée a plus de 20 m de fond. Elle atteint
une taille de 100-130 mm en condition optimale, bien que des mesures de seulement 20 mm
aient été faites sur des individus de 15-20 ans, vivant en milieu fortement exposé (Seed,
1976). La moule bleue est un animal grégaire se fixant au substrat grace a un faisceau de
filaments (le byssus), en formant des amas denses (lits de moules) pour éviter de se faire
déloger par les courants et vagues. Les deux sexes sont habituellement distincts (espéce
dioique) bien que certains cas d’hermaphrodisme aient été reportés (Seed, 1976). Au
printemps, le tissu gonadique envabhit le tissu conjonctif du manteau (Mikhailov et al., 1995)
puis & maturité, les gamétes sont émis via le siphon exhalant dans la colonne d’eau, et de

maniere synchrone entre les sexes afin d’optimiser la fécondation externe (Gosling, 2015c).

Chez les invertébrés benthiques, plus de 70 % des especes possédent un cycle de vie
bentho-pélagique, impliquant une phase de dispersion larvaire dans le plancton (Thorson,
1950). Pour les moules, cette phase pélagique est suivie d’une phase sessile, lors de laquelle
I’individu ne bouge plus et demeure fixé sur le fond benthique. L’environnement pélagique
comprend de nombreux parametres décisifs pour le succés d’établissement des moules, une
fois fixées sur le fond (Navarette et al., 2005; Broitman et al., 2008). La portion d’individus
d’une méme classe d’age ayant survécu, puis pouvant a leur tour se reproduire au stade
adulte, constitue les recrues d’une reproduction annuelle donnée (Caley et al., 1996). Ce
recrutement est considéré comme un moment clé, déterminant les variations d’abondance des
especes benthiques (Hughes, 1990; Caley et al., 1996). Le taux de mortalité durant la phase
de recrutement est trés important et peut atteindre les 99 % chez M. edulis (Lutz & Kennish,

1992), comme pour la plupart des espéces d’invertébrés benthiques (Pedersen et al., 2008).
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Figure 5.  Cycle de développement de la moule bleue Mytilus edulis (L., 1758)
Extrait de Toupoint (2012). F = fécondation; M = métamorphose

Le cycle de développement de la moule (Figure 5) commence par une courte phase
lecitotrophe (s’alimentant sur les réserves vitellines). Quelques heures aprés la fécondation,
I’embryon acquiert déja des compétences de nage grace a son velum (larve trochophore),
puis d’alimentation grace a son systeme digestif qui devient fonctionnel (larve D-véligére).
La phase larvaire strictement planctotrophe (stade véligére; s’alimentant sur le plancton)
s’achéve par I’apparition du pied, qui se traduit par 1’acquisition de la compétence a se fixer
(larve pédivéligere). Commence alors la phase de colonisation benthique, durant laquelle la
larve pédivéligere se métamorphose en post-larve. La compétence induit des changements

morphologiques majeurs dont (i) une croissance rapide sur 1’axe postéro-ventrale, conférant
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a la moule sa forme asymétrique caractéristique, (ii) le développement d’un pied (stade
plantigrade), contenant des glandes sécrétrices des filaments de byssus, mais permettant aussi
a I’individu de ramper pour scruter et choisir le substrat, (iii) une transition des processus de
rétention de particules, comprenant la désintégration du vélum qui servait aussi bien a la
filtration qu’a la nage, le développement progressif des palpes labiaux et I’apparition de
quelques filaments branchiaux, (iv) le développement d’un ceil photosensible (Bayne, 1971;
1976; Lutz & Kennish, 1992; Cannuel et al., 2009). Une fois métamorphosée, la post-larve
sécréte une nouvelle coquille, composée d’un mélange de calcite et d’aragonite
(dissoconque) et qui se distingue de la coquille larvaire (prodissocongue) par sa minéralogie,
sa texture et sa structure (Martel et al., 1995) en provoquant la formation d’une ligne distincte

entre ces deux types de coquilles (Figure 6).

Chez la moule, comme pour toute autre espéce de bivalve avec un stade larvaire
planctonique, la coquille prodissocongque est composée de deux régions distinctes : la
prodissoconque I (PI) et la prodissoconque Il (PIl) (Ockelmann, 1965; Lutz & Kennish,
1992). La PI posséde une surface poreuse ponctuée, composée d’aragonite. Sa structure
contraste avec la P1l, composée également d’aragonite, mais décrivant de nombreuses lignes
de croissance co-marginales sur la coquille (Lutz et Kennish, 1992; Martel et al., 1995). Les
tailles maximales des deux régions de la coquille larvaire de M. edulis varient classiquement
de 100 & 120 um pour le PI (Jablonski & Lutz, 1980; Sprung, 1984) et de 260 a 300 um pour
le PII (McGrath et al., 1988; Martel et al., 2014). Morphologiquement, la taille de la PI est
corrélée a la taille de I’ceuf fécondé (Ockelmann, 1965; Martel et al., 1995; 2000), stade a
partir duquel I’individu est devenu une larve dotée d’un systéeme digestif (D-véligére). La
mesure de la taille maximale de la PIl nous donne, quant a elle, une information importante
sur la taille atteinte lors de la fixation-métamorphose et permet ainsi d’estimer la durée de la
phase pélagique (Martel et al., 1995; 2014).
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Figure 6. Comparaison des coquilles de deux post-larves récoltées dans une méme lagune
des Tles-de-la-Madeleine, en juin (gauche) et juillet (droite) 2017
D = dissoconque (post-larve); Pl et PII = prodissoconque | et Il (larve). La Pl est non
visible & gauche (érodée) et a été mise en surbrillance par des pointillés a droite.
L’individu de gauche s’est métamorphosé de maniére optimale au mois de juin puisqu’il
s’est développé dans une eau a 19°C (taille totale =494 um; PII =280 um;
Pl =119 um). S’étant développé dans une eau dépassant les 24 °C au mois de juillet,
I’individu de droite a retardé sa métamorphose pour finalement atteindre une taille a la
métamorphose (PIl) bien plus importante (taille totale =513 um ; Pl =419 pum;
Pl =122 um) que celle de I’individu échantillonné au mois de juin

La durée du stade larvaire de la moule bleue varie de deux a quatre semaines, mais
peut s’étendre a plus de deux mois en fonction des facteurs conditionnant le déclenchement
et/ou le retard de la métamorphose (Bayne, 1965; 1976; Sprung, 1984; Lutz & Kennish, 1992;
Lachance et al., 2008; Toupoint et al., 2012a; Jolivet et al., 2016). Pour qu’il y ait
métamorphose, il faut que la larve soit physiologiqguement compétente (pédivéligere), mais
aussi que le substrat disponible soit adéquat pour son établissement en tant qu’adulte, et enfin
que les conditions environnementales soient bien appropriées. En I’absence d’un de ces
éléments, la larve a la capacité d’effectuer un retard ou "délai de métamorphose" (Figure 5),

afin de poursuivre la prospection de I’habitat durant une période pouvant s’étirer jusque
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45 jours (Bayne, 1965; Pechenik et al., 1990; Lutz & Kennish, 1992; Martel et al., 1995).
Durant cette exploration, la larve continue de grandir et de sécréter sa coquille
prodissoconque Il (Figure 6) qui peut alors atteindre des tailles dépassant les 400 um (Bayne,
1976; Martel et al., 2014). Ce délai se fait au détriment des réserves énergétiques de la larve
(Pechenik, 1990) et du succés de recrutement (Bishop et al., 2006). L’étude d’un tel
phénomene chez les bivalves a permis de démontrer les effets des facteurs de
I’environnement sur le recrutement, bases sur la corrélation existante entre température et
taille maximale & la métamorphose, observée chez la moule bleue (Bayne, 1965), I’huitre
japonaise (Flores-Vergara et al., 2004), la mye commune (Lutz & Jablonski, 1978) et la
coquille Saint-Jacques (Cragg, 2006).

Apres la métamorphose, les post-larves ont encore la capacité de se remettre en
suspension dans la colonne d’eau, toujours a la recherche de nouveaux habitats plus propices,
selon un mécanisme dit de "dérive bysso-pélagique” (Figure 5), pouvant s’opérer jusqu’a une
taille de 1,8 a 2,5 mm chez les Mytilidae (Sigurdsson et al., 1976; Forét et al., 2018a). Tous
les comportements induisant la colonisation du fond dépendent de signaux thermiques,
salins, hydrodynamiques (Lachance et al., 2008), mais aussi de la dynamique des ressources
trophiques (Toupoint et al., 2012a; 2012b; Forét et al., 2018b) ou encore du bruit anthropique
(Jolivet et al., 2016). Le succeés de recrutement, ou la performance de captage dans le cas de
I’élevage, dépendent donc intrinsequement des conditions environnementales auxquelles
sont soumis les différents stades ontogéniques de la moule. Parmi lesquelles, les plus
importantes a considérer sont souvent la température et la ressource trophique (Bayne, 1976;
Seed, 1976; Seed & Suchanek, 1992; Gosling, 2015b).

La maturité sexuelle arrivant des la premiére année chez M. edulis (Duinker et al.,
2008), elle peut étre initiée au mois d’octobre dans 1’ Atlantique Nord (Gosling, 2015c). Ainsi,
le stade adulte peut étre atteint des deux mois apreés la fixation, lorsque les individus ont une
taille de 15-20 mm (Suchanek, 1981).
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4.3 Facteurs de développement

Les températures et les conditions trophigques sont les facteurs exogénes ayant la plus
forte influence sur le développement des bivalves, et de la plupart des organismes
poikilothermes (Seed, 1976; Seed & Suchanek, 1992; Gosling, 2015b). La température est
un facteur abiotique affectant strictement toutes les fonctions biologiques des bivalves
comme I’alimentation, la reproduction, la croissance et la respiration, ainsi que les cinétiques
de réactions chimiques, physiologiques et de maintien des structures cellulaires. Ce facteur
agit également sur les patrons de distribution spatiale des organismes. Par ailleurs, la
ressource trophique est un facteur biotique dont la disponibilité (quantité) et la composition
(qualité) se reflétent sur 1’état physiologique de I’organisme et le niveau de ses réserves
énergétiques. Les apports nutritionnels impactent entre autres le succes de recrutement et la
performance de croissance, et jouent un rdle de premier plan sur les étapes les plus
énergivores du développement, comme par exemple la fixation-métamorphose des larves, les
comportements de prospection du fond, la gamétogénése, le maintien cellulaire ou encore la
réponse aux stress environnementaux. D’autres parameétres, comme la salinité (abiotique) ou
la pression de prédation (biotique), ont aussi une influence notable sur les patrons de survie,

de distribution, d’homéostasie et de dépenses en énergie, tout au long du développement.

4.3.1 Latempérature

L’adaptation des animaux face aux températures se caractérise par des gammes ou
fenétres thermiques pour lesquelles les performances sont optimisées, mais aussi par des
seuils thermiques au-dela desquels ces performances déclinent voire échouent, et dont les
niveaux de tolérance demeurent limités dans le temps (Hofmann & Todgham, 2010). Les
seuils permettant de maintenir une performance sur le long terme sont plus étroits pour les
fonctions de croissance et de reproduction que pour celles du métabolisme de base, dit aussi

métabolisme de maintien (maintenance cellulaire, digestion, respiration), puis s’élargissent
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strictement a la survie de 1’individu lorsqu’il fait face a une pression thermique d’intensité et

de durée chroniques (tolérance au stress thermique) ou aigués (resistance au stress thermique)

(Figure 7a).
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Figure 7. Représentation schématique des effets de la température sur les organismes

(a) fractionnement de la performance par fenétres thermiques, (b) fenétre thermique de
maintenance selon le cycle de vie, et (c) fluctuations théoriques des effets de la
température sur le stress physiologique et cellulaire, la capacité aérobie du métabolisme
et les performances (croissance, reproduction et abondance de la population). Traduits
et adaptés de (a) Hofmann & Todgham (2010), (b) Pértner et al., (2017), (c) Kassahn et
al. (2009). Te = température de péjus; Tc = température critique; T, = température létale
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Ces fenétres thermiques sont asymétriques. De plus, leurs tailles varient en fonction du
stade de vie de I’organisme (Figure 7b), mais aussi selon la localisation géographique de la
population a laquelle il appartient (Portner, 2002; 2012; Jones et al., 2009; Portner, et al.,
2017). Les premiers stades ontogéniques des bivalves ont effectivement une sensibilité
thermique plus accrue que les juvéniles (Rayssac et al., 2010; Zyppay & Helmuth, 2012;
Gosling, 2015b), du fait des comportements induisant 1’utilisation des réserves en énergie
(Figure 5). Une hausse des températures entraine une augmentation de la vitesse des réactions
chimiques et enzymatiques, et agit sur la fluidité membranaire et la structure des protéines
(Hochachka & Somero, 2002). Bien que la hausse de la température provoque chez les
bivalves une amélioration des processus de croissance et d’acquisition de 1’énergie (efficacité
d’alimentation et d’assimilation) (Bayne, 2004), elle engendre de maniére antagoniste une
élévation des colts métaboliques et des besoins cellulaires en oxygene (capacité cardiaque et
respiration) (Bayne, 2017). Les effets de la température sur les taux physiologiques, la
croissance et la survie ont été définis selon les concepts de "courbes" et de "fenétres" de

performance thermiques (e.g. Portner, 2002; 2012; Poértner, et al., 2017).

Les limites inférieures et supérieures des "températures de péjus” (Tp) et "températures
critiques” (Tc), définissent respectivement les fenétres d’optimum thermique de performance
et de maintenance aérobique de 1’organisme (Figure 7c). La performance de croissance de
I’organisme et sa capacité métabolique sont maximisées dans la fenétre de 1I’optimum
(limites Tp), alors que le stress subi y est minimal. La "capacité aérobie" définit un équilibre
entre les mécanismes de génération d’énergie et les mécanismes d’approvisionnement en
oxygene pour les cellules. Dans I’optimum thermique, cette capacité aérobie fournit
suffisamment d’oxygeéne et d’énergie pour les fonctions de croissance et reproduction
(métabolisme actif maximal) de ’organisme. Cependant au-dela des Tp, cette capacité
aérobie diminue progressivement en se rapprochant des Tc. Face au stress, des processus
d’ajustement (e.g. accroissement du rythme cardiaque) viennent compenser les diminutions
d’oxygéne et d’énergie nécessaires au métabolisme de maintien. Par consequent, les
fonctions de croissance et de reproduction décroissent fortement a proximité des Tc. La

mention "gamme de tolérance™ d’une espéce est communément utilisée pour faire référence
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a la fenétre comprise entre les limites Tc. Elle correspond a la fenétre pour laquelle un
organisme (ou une espece) peut maintenir son métabolisme en aérobie et assurer les fonctions
de maintenance de base. Au-dela des Tc, le stress thermique induit un important stress
oxydatif (hypoxie sévére). La croissance s’arréte dans cette fenétre et la capacité aérobie
devient nulle (Figure 7a, c). Afin de pouvoir tolérer le stress subi, la demande énergétique
(métabolisme anaérobique) priorise les processus de maintien et de réparation cellulaires
dont (i) la production d’ATP (I’adénosine triphosphate, fournissant 1’énergie aux cellules),
ainsi que (ii) la réparation des dommages cellulaires (protéines chaperonnes HSP "heat shock
proteins") et les défenses antioxydantes (enzymes CAT "catalase" et SOD "superoxyde
dismutase™). La performance continue de décroitre tant qu’un retour vers des températures
tolérées n’est pas établi. Au-dela des "températures létales" (TL), les capacités de défenses
et de réparation ne suffisent plus a compenser les dommages du stress thermique. La
dénaturation est telle qu’elle entraine la mort de I’organisme, s’il n’arrive pas a résister

(Figure 7a, ¢) (Kassahn, 2009; Bayne, 2017; Portner, et al., 2017).

Comme mentionné précédemment, les gammes de tolérance (limites Tc)
thermohaline de M. edulis décrivent de larges spectres de température (5-20 °C) et de salinité
(15-40 ppm), et leurs interactions ont des effets sur la distribution spatiale et la biologie de
I’espéce. La pression sélective liée a des températures stressantes est souvent reportée comme
étant le paramétre le plus influent chez les bivalves (Gosling, 2015b). Pour M. edulis, la
fenétre d’optimum thermique (limites Tp) est comprise entre 17 et 18 °C pour les stades péri-
métamorphiques (larves et post-larves récemment métamorphosées) (Figure 8) (Bayne,
1965; Rayssac et al., 2010). Au stade adulte, la fenétre optimale peut s’étirer de 17 a 20 °C,
selon Lutz & Kennish (1992). La fenétre de maintenance aérobique (limites Tc¢) est établie
entre 5 et 20 °C, bien que la gamme 10-20 °C soit plus communément reportée dans la
littérature, étant donne la corrélation positive existante entre la température et ’efficacité
d’alimentation, 1’acquisition de 1’énergie et la capacité de croissance des moules (Bayne,
1965; Widdows, 1973; Incze et al., 1980; Almada-Villela et al., 1982; Stirling & Okumus,
1994; Comeau et al., 2008; Hiebenthal et al., 2013; Cottrel et al., 2016). Par ailleurs, cette

fenétre devient plus étroite durant la gamétogénese des moules adultes (Gosling, 2015c).
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Les seuils de dénaturation (limites Tv) reportés pour cette espece sont fixés a —1,8 et
28,3 °C (Compton et al., 2007). Une forte résistance des moules aux faibles températures a
été observée par les auteurs de cette étude, puisqu’une limite inférieure létale de —13 °C a été
détectée pour M. edulis, au moyen de techniques empéchant 1’eau de mer de geler. Toutefois,
il estimportant de rappeler que ces seuils fluctuent fortement avec le stade de développement
(Figure 7b), I’aire biogéographique, la saison, ou encore la distance a la cbte (Zyppay &
Helmuth, 2012). Ainsi plusieurs études ont reporté une limite supérieure létale variant de
27 a 36 °C (Read & Cumming, 1967; Chapple et al., 1998; Rajagopal et al., 2005). Face au
stress thermique en période d’exondation, une étude a défini le seuil Iétal de la température

de I’air a 34 °C, pour des post-larves de M. trossulus (Jenewein & Gosselin, 2013).

[«-2]°C ; [>28]°C : RESISTANCE ET SURVIE FACE A UN STRESS AIGU
A v" Dommages cellulaires et moléculaires importants

s v Dénaturation. Mort de l'organisme

-

[-2-5]°C; [20-28]°C : AJUSTEMENTS FACE A UN STRESS CHRONIQUE

1 v Développement larvaire freiné & délai de métamorphose
7 v Déclin de l'efficacité d'alimentation & de l'acquisition d'énergie
P ’ ¥ Inhibition de la gamétogénése
- v Métabolisme de base plus énergivore
v Adaptation homéovisqueuse
T [17-18)°C ¢ OPTIMUM THERMIQUE
v Développement optimisé (larves < adultes)
v Métabolisme actif maximal
=~ - ~ ¥ Performance (croissance, reproduction)
~
v

[5-20]°C : MAINTENANCE AEROBIQUE
v Maintien d’'une activité stable
v’ Corrélation positive de la température avec plusieurs processus
(taux de filtration, acquisition d'énergie, capacité de croissance)

Figure 8. Résumé schématique des effets de la température de 1’eau sur la moule bleue
M. edulis (L. 1758) selon les fenétres thermiques
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Au-dela des 20 °C (Figure 8), la temperature freine le développement larvaire, retarde
I’acquisition de la compétence pour la fixation (Incze et al., 1980; Pechenik et al., 1990) et
induit donc un retard de la métamorphose (Lutz & Kennish, 1992). Des températures in situ
stressantes (> 20 °C) induisent effectivement une augmentation de la taille de la
prodissoconque Il (> 400 um) chez la moule bleue (Martel et al., 2014), alors qu’une
corrélation négative avait été démontrée entre ces deux parametres dans la gamme 5-20 °C
(Bayne, 1965). L’efficacité d’alimentation (taux filtration, efficacités de rétention, de
sélection et d’absorption) et le potentiel d’accumulation d’énergie de la moule commencent
a diminuer autour de 22 °C (Bayne, 2004; Pernet et al., 2007). Le taux métabolique maximal
(croissance) décroit graduellement aprés 20 °C, voire 25 °C selon les populations, et la
respiration mitochondriale augmente en réponse a 1’élévation du métabolisme de maintien
des moules (Tremblay et al., 1998a; 1998b). Pour la reproduction, de fortes températures
peuvent inhiber la ponte (Seed, 1976) et I’embryogenése devient impossible au-dela des
25 °C (Bayne, 1976). Par ailleurs, le manque d’énergie induit par la gamétogénese peut se
révéler fatal lorsque I’individu doit subir un stress thermique en période post-ponte (Incze et
al., 1980). Le cumul des stress énergétique et thermique peut alors étre responsable de
mortalités massives, comme cela a déja été reporté par plusieurs mytiliculteurs du continent
nord-américain (e.g. Mallet et al., 1990; Myrand & Gaudreault, 1995, Myrand et al., 2000).

Enfin, sous I’effet des températures froides, 1’un des principaux enjeux des organismes
ectothermes est de maintenir une fluidité membranaire garantissant les échanges
biomoléculaires et bioeénergétiques de la cellule. Une diminution de la température rigidifie
la bicouche lipidique de la membrane et I’entraine dans une "phase de gel" ou les échanges
membranaires deviennent dysfonctionnels (Hazel, 1995). Les organismes sont néanmoins
capables de remodeler la composition lipidique de leur membrane selon 1’hypothése
d’""adaptation homéovisqueuse" (Sinensky, 1974; Hayward et al., 2007). Pour optimiser son
activité membranaire et améliorer sa fluidité en milieu froid, Mytilus edulis peut modifier la
composition en acides gras de sa membrane cellulaire en augmentant son degré
d’insaturation, par intégration d’acides gras polyinsaturés (Figure 9) (Pernet et al., 2007). Un

processus inverse de diminution du degré d’insaturation de la membrane s’applique face a
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des températures chaudes, mais représente d’importantes dépenses énergétiques, pouvant

affecter la croissance de I’individu.
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Figure 9. Représentation schématique (a) d’un phospholipide et (b) du remodelage
lipidique de la membrane cellulaire par adaptation homéovisqueuse
(a) exemple arbitraire d’un phospholipide composé d’un acide gras polyinsaturé et d’un
acide gras saturé, (b) modulation de la perméabilité membranaire par adaptation
homéovisqueuse : augmentation du degré d’insaturation dans le but d’augmenter la
fluidité membranaire face a des températures froides, et diminution du degré
d’insaturation afin d’augmenter la rigidité membranaire en cas de températures chaudes

4.3.2 Les apports trophiques

La moule bleue est un organisme microphage suspensivore (filtreur) qui s’alimente
en piégeant la matiere organique particulaire (MOP) de I’eau, acheminée depuis le siphon
inhalant jusqu’aux palpes labiaux grace a un mucus secreté par les branchies. Les particules

y sont alors triées selon leur taille puis ingérées en entrant dans 1’orifice buccal. L’excédent
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(mucus et grosses particules) est évacué sous forme de pseudoféces, via le siphon exhalant.
Les moules filtrent de 3 a 5 litres d’eau de mer par heure pour satisfaire tous leurs besoins
alimentaires. La corrélation positive reliant la disponibilité en MOP et les patrons de
croissance de la moule confirme 1’aspect limitant de ce facteur trophique pour son
développement (Pernet et al., 2012; Gosling, 2015d).

M. edulis s’alimente des communautés phytoplanctoniques ainsi que de protistes
hétérotrophes et des bactéries (Raby et al., 1997; Trottet et al., 2008) contenus dans un
mélange de particules organiques, détritus, féces et pseudoféces (Pernet et al., 2012; Sonier
et al., 2021). Durant la saison estivale, les moules ont la capacité d’adapter leur mécanisme
de rétention des particules en fonction de leur taille et de leur disponibilité dans le milieu
(Strohmeier et al., 2012). Le pico-phytoplancton (PPP), dont la taille varie de 0,2 a 2 um,
regroupe les plus petites cellules autotrophes des systemes aquatiques (Raven, 1998). Il est
principalement constitué de pico-cyanobactéries et pico-eucaryotes (Kamiyama et al., 2009).
Le nano-phytoplancton (NPP), compris entre 2 et 20 um, a souvent été considére comme
étant le plus retenu par les bivalves (Ward & Shumway, 2004). Toutefois, la dominance de
la biomasse en protistes hétérotrophes dans les assemblages planctoniques a mis en avant
I’importance de cette source alimentaire pour les moules (Trottet et al., 2007; 2008),
notamment dans les milieux typiquement oligotrophes, comme les lagunes par exemple. Pour
M. edulis, les taux de rétention particulaire soulignent I’importance des hétérotrophes de
grande taille (notamment des ciliés) comme source planctonique de carbone (69-88 %),
comparativement aux taxons de plus petite taille (< 2 um) (Trottet et al., 2007; 2008). Au
sein des autotrophes, I’efficacité de rétention en PPP et NPP est de 3-37 % et 19-81 %,
respectivement (Strohmeier et al., 2012; Sonier et al., 2016), dont essentiellement des
dinophycées (15 %) et diatomées (6,5 %) (Trottet et al., 2008). Ainsi les trois groupes — ciliés,
dinoflagellés, diatomées — constituent les apports planctoniques majeurs de la nutrition des
moules (Trottet et al., 2008).

La disponibilité trophique ne dépend pas uniquement de sa concentration en

particules puisque selon Strohmeier et al. (2012), c’est sa caractéristique de taille et la
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capacité de filtration des organismes qui servent a définir 'importance d’une ressource
trophique donnée. Au-dela de la quantite, le potentiel nutritif d’une ressource trophique
dépend également de sa qualité, et plus particuliérement de sa composition biochimique
(Helm et al., 2004; Gosling, 2015a; Jones et al., 2020). Cette qualité influence les différentes
étapes de développement de la moule et donc, la performance d’un stock de bivalves une fois
mis en culture. La saisonnalité des contenus en protéines, en glycogene et en lipides est bien
connue pour la moule et dépend aussi bien de la saisonnalité de la ressource trophique
disponible, que des patrons de mise en réserve et de consommation de 1’énergie par I’individu
pour le recrutement, la croissance, la reproduction et la survie (Bayne et al., 1975; Okumus
& Stirling, 1998). Si les protéines constituent la principale source nécessaire pour la
biosynthése des tissus et la croissance de I’organisme, le glycogene et les lipides représentent
quant & eux la composante majeure des réserves énergétiques de I’individu (Gabott & Bayne,
1973; Bayne & Newel, 1983; Hawkins & Bayne, 1991; Knauer & Southgate, 1999).

Les protéines peuvent étre catabolisées pour fournir de 1’énergie aux bivalves, mais
leur fonction primaire est de fournir des acides aminés et de 1’azote pour la biosynthese des
tissus (Knauer & Southgate, 1999). Le renouvellement en protéines (de 1’anglais "protein
turnover") correspond a un mécanisme perpétuel de production et de remplacement des
protéines cellulaires, et constitue une forte proportion des demandes énergétiques du
métabolisme de maintien (Hawkins & Day, 1996).

Les sucres totaux, dont le glycogene, permettent d’équilibrer 1’utilisation des
protéines et lipides destinés a la biosynthese, mais aussi d’en limiter le catabolisme pour la
production d’énergie (Knauer & Southgate, 1999). Le glycogene représente une source
énergétique non négligeable en période de faible disponibilité de la ressource trophique,
c’est-a-dire de la fin de I’automne au début du printemps, et joue un rdle crucial dans le
développement des gonades (gameétogénese) et lors des événements de ponte (Gabott &
Bayne, 1973; Gabbott, 1976; Okumus & Stirling, 1998).

La valeur nutritive du phytoplancton ingéreé, c’est-a-dire son contenu lipidique,

représente le constituant le plus important pour garantir la performance d’un élevage (Webb
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& Chu, 1983; Helm et al., 2004). Les lipides représentent une source majeure de 1’énergie
métabolique des organismes marins, et un matériel essentiel a la formation des membranes
cellulaires (Berge & Barnathan, 2005). lls sont subdivises en deux différentes classes (neutres
et polaires) en fonction de leur polarité pour certains solvants utilisés en chromatographie
liquide (Parrish et al., 1987, 1999). Les lipides neutres sont des molécules hydrophobes sans
charge (e.g. cires et stérols estérifiés, triacylglycérols, diacylglycérols, acides gras libres,
alcools gras) et constituent les réserves destinées aux diverses fonctions metaboliques de
I’individu. Les stérols sont considérés comme des lipides neutres, mais sont intégrés a la
membrane, au méme titre que les lipides polaires. La téte hydrophile de ces derniers (e.g.
phospholipides, sphingolipides, glycolipides) leur confere une fonction de structure
permettant de former la bicouche lipidique des membranes cellulaires (Figure 9a). lls
peuvent aussi servir de connecteur a 1’insertion de certaines protéines dans la membrane, de
métabolites d’énergie ou encore de messagers intra et extracellulaires (Dalsgaard et al., 2003;
Bergé & Barnathan, 2005; Couturier et al., 2020).

La composition en acides gras des phospholipides (PL) refléte le niveau de régulation
physiologique destiné a optimiser 1’activit¢é membranaire (Hazel, 1995; Delaporte et al.,
2005), selon I’hypothése d’adaptation homéovisqueuse mentionnée plus tét (Figure 9b). La
composition en acides gras dans les triacylglycérols (TAG) refléte, quant a elle, la qualité de
la ressource nutritive a disposition des moules de culture (Dalsgaard et al., 2003; Helm et al.,
2004). Par ailleurs, durant les étapes de production en écloserie, la teneur en TAG chez les
larves peut servir d’indice de la qualité larvaire, et donc du succés de fixation-métamorphose

ainsi que de leurs performances de croissance et survie (Fraser, 1989; Pernet et al., 2004).

Les acides gras constituent la classe majoritaire de lipides, toutefois leur proportion
et leur composition sont spécifiques a chaque organisme et dépendent des conditions de
I’environnement (Bergé & Barnathan, 2005). Tous les organismes vivants ont la capacité de
synthétiser des acides gras saturés et monoinsaturés (Glencross, 2009). Cependant, comme
les bivalves marins ont une capacité absente, ou tres restreinte, a biosynthétiser des acides

gras polyinsaturés, leur approvisionnement (constituant plus de 35 % des acides gras chez la
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moule) dépend exclusivement de la ressource trophique (Knauer & Southgate, 1999;
Alkanani et al., 2007; Da Costa et al., 2015). De nombreuses études ont démontré qu’une
ressource trophique riche en acides gras polyinsaturés »-3 (oméga 3) et w-6 (oméga 6), dont
notamment les acides gras essentiels arachidoniques (20:4w-6; AA), eicosapentanoiques
(20:5w-3; EPA), et docosahexaenoiques (22:6w-3; DHA), est corrélée a la survie, au
développement et a la métamorphose des larves de bivalves, a la performance de croissance
des juvéniles et des adultes, a la gamétogénése ou encore a la réponse aux stress
environnementaux (Soudant et al., 1998; Pernet et al., 2003; 2004; 2005; Alkanani et al.,
2007; Toupoint et al., 2012a). La disponibilité en acides gras polyinsaturés varie en fonction
du temps (Freites et al., 2002) et de la composition taxonomique du plancton (Helm et al.,
2004). Ainsi, il semble évident que la qualité d’un stock de moules placé en culture dépendra

de la qualité de la ressource trophique et de son abondance durant le grossissement.

4.3.3 Les aptitudes endogenes

On parle de stress lorsque la réponse physiologique d’un bivalve face aux conditions
de I’environnement génére un déséquilibre homéostatique et induit un effet négatif sur ses
réponses immunitaires, sa reproduction, sa croissance et/ou sa survie (Bayne, 1975; 2017).
Face a un stress, le colt énergétique nécessaire pour rétablir I’équilibre prend 1’ascendant sur
la production active de I’organisme. En réponse a quoi, un compromis (“trade-off" en anglais)
physiologique permet a 1’individu d’investir plus d’énergie dans les mécanismes de
résistance et de défense, au détriment d’un autre trait de vie (Bayne, 2004; Petes et al., 2008).
Le stress existe lorsque la "fitness" de 1’organisme, ou encore sa valeur sélective (notion de
succes reproducteur combinant survie et fécondité), est en jeu. Il dépend donc a la fois de

I’environnement et de la condition de I’individu (Bayne, 2017).

Les reponses des organismes face aux variations des parametres environnementaux se
distinguent en acclimatation ou adaptation. L’acclimatation correspond a une reponse rapide

et réversible d’un organisme vivant, sans modification de son patrimoine génétique et
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induisant une réponse physiologique efficace pour apprivoiser les changements de
I’environnement. L’acclimatation est souvent associée a la notion de plasticité phénotypique,
qui définit la capacité de I’organisme a modifier un ou plusieurs traits caractéristiques
apparents, afin de s’accommoder des modifications environnementales subies. Dans tous les
cas, I’acclimatation s’étend sur une courte échelle de temps, pouvant étre de 1’ordre d’une
portion, voire de 1’étendue, de la vie de I’organisme. En paralléle, 1’adaptation est un concept
graduel, irréversible, associe a une échelle de temps plus longue (évolution), et pour laquelle
des modifications du génotype sont induites selon les principes de la sélection naturelle
(meilleure chance de survie et meilleure reproduction). Cette adaptation va induire des
modifications comportementales, développementales, physiologiques et morphologiques
chez la descendance. (Price et al., 2003; Ghalambor et al., 2007; Sanford & Kelly, 2011;
Blanquart et al., 2013).

Comme nous I’avons vu précédemment, deux stocks de moules de culture peuvent étre
discriminés par 1’expression de certains traits phénotypiques, selon qu’ils soient
génétiquement différents ou qu’ils aient subi un effet différentiel de I’environnement durant
leur cycle de vie. Les conditions environnementales, comme la température ou la qualité de
la ressource trophique, peuvent exercer une pression de sélection sur les populations marines
selon qu’elles soient distribuées sur de petites (kilométre) ou larges (latitude) échelles. La
population génétique la plus en concordance face a des conditions stressantes représente un
génotype adapté, ayant une meilleure fitness que les autres génotypes présents dans cet
habitat donné (Kawecki & Ebert, 2004). La transmission héréditaire de ce trait génétique en
fait, a terme, un génotype répondant positivement a la sélection naturelle (Gosling, 1992). La
combinaison des variations génétiques et des différences environnementales favorise alors le
développement d’une adaptation locale, permettant ainsi de faire la distinction entre deux
voire plusieurs populations ou stocks de culture (Kawecki & Ebert, 2004; Blanquart et al.,
2013; Hughes et al., 2016). Toutefois, pour les invertébrés marins, une variation génotypique
effective dépend du niveau de derive génetique, qui peut étre di a des mutations ou a une
sélection, et qui varie selon le degré de dispersion et de potentiels flux génétiques entre les
stocks adaptés ou non (Sanford & Kelly, 2011; Gosling, 2015¢).
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Jusqu’au début des années 2000 environ, la variabilité génétique de M. edulis se faisait
en estimant, par électrophoreése, le nombre de phénotypes associés a I’expression de plusieurs
allozymes (enzymes codées par différents alléles d’'un méme géne donné et étant différentes
par leur structure, leur taille et leur charge). Cette approche permettait d’illustrer
I’hétérozygotie (polymorphisme allélique pour un locus donné) d’un ou plusieurs stocks
(Gosling, 1992; 2015d). La notion d’hétérozygotie multi-locus (ou "MLH" pour "multilocus
heterozygosity") a souvent été utilisée pour rapporter une corrélation positive entre le
polymorphisme génétique et la fitness des bivalves (Gosling, 1992, Hawkins & Bayne, 1992;
Hawkins & Day, 1996; Saavedra & Guerra, 1996). Mais les travaux statistiques de Britten
(1996) ont controversé 1’existence d’un lien entre MLH et la croissance. Toutefois, plusieurs
études ont pu démontrer que 1’hétérozygotie d’un stock de moules était corrélée a une moins
forte susceptibilité au stress thermique, une meilleure capacité d’acces aux ressources
trophiques et une moindre demande énergétique pour le métabolisme de maintien, induisant
ainsi une meilleure disponibilité énergétique pour la croissance et la survie du stock
(Tremblay et al., 1998a; 1998b; 1998c; Myrand et al., 2002; 2009a; 2009b).

Outre I’étude des niveaux d’hétérozygotie, des analyses d’expression de genes chez les
bivalves permettent de faire le lien entre le génotype et les traits phénotypiques. Comme par
exemple, pour faire le suivi des changements environnementaux et de leurs effets sur les
performances d’un bivalve donné (Saavedra & Bachere., 2006). La notion d’expression de
géne decrit I’information provenant de I’ADN, transcrite en une protéine donnée pour
effectuer une fonction précise (Gosling, 2015f). Les niveaux d’expressions de génes associes
au métabolisme, a 'immunité ou au stress cellulaire permettent de mieux comprendre la
réponse d’un organisme, d’un stock ou d’une espece donnée face a des signaux
environnementaux, chimiques ou biologiques (Genard et al., 2012). Les collections de
marqueurs de séquences exprimées (dits EST pour "Expressed Sequence Tag") spécifiques
aux bivalves d’intérét aquacole se sont largement développées depuis le début des annees
2000 (Saavedra & Bachere., 2006; Tanguy et al., 2008), notamment pour 1’huitre (Fleury et
al., 2009) et la moule (Venier et al., 2009). Ces EST constituent un outil important pour les

études d’expressions différentielles de genes ou pour I’identification de génes impliqués dans
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des processus biologiques spécifiques (Romero et al., 2012). lls ont notamment été utilises
pour relier la réponse physiologique de la moule bleue face a divers stress endurés (Lacroix
et al., 2015; Paul-Pont et al., 2016; Yarra et al., 2021). L’étude de I’expression de géne
associe au métabolisme ou au stress cellulaire constitue une démarche complémentaire aux
connaissances établies par 1’étude de 1’hétérozygotie, pour définir les niveaux de

performance de plusieurs stocks de moules placés en culture.

5. PROBLEMATIQUE

L activité conchylicole du Canada se concentre essentiellement autour des provinces
maritimes et du Québec, qui produisent 78 % du volume national (33,5 milliers de tonnes en
2019). La production de ces provinces est dominée par la mytiliculture (76 %), soit environ
25 milliers de tonnes de moules en 2019 (Statistique Canada, 2020). Dans ces provinces,
I’élevage repose essentiellement sur le captage du naissain en milieu naturel suivi de son
grossissement sur filiére, tel que décrit en Figure 3. Aux Tles-de-la-Madeleine (Figure 10),
les mytiliculteurs élévent traditionnellement leurs moules dans les lagunes du Havre-aux-
Maisons (HAM) et de Grande-Entrée (GE), mais également en pleine mer depuis 2007, dans
la Baie-de-Plaisance (BP). Depuis plus de 25 ans, une autre lagune nommée le bassin du
Havre-Aubert (BHA) est le principal site de captage en raison de la performance différentielle
du naissain qui y est capté, en termes de survie et de croissance des moules (Myrand &
Gaudreault, 1995). A la suite de ce premier constat, d’autres études ont démontré que le
naissain en provenance du BHA avait, plus que tout autre naissain de 1’archipel, une
meilleure résistance au stress, et donc aux épisodes de mortalité estivale (Tremblay et al.,
1998d; Myrand et al., 2000; 2002). Cette résistance est reliée a un taux d’hétérozygotie plus
élevé pour les individus de ce stock (Tremblay et al., 1998c) permettant au naissain du BHA
d’avoir une moindre demande énergétique pour son métabolisme de maintien et donc, d’avoir
davantage d’énergie disponible pour la croissance, la reproduction et la résistance au stress
(Tremblay et al., 1998a; 1998b; Myrand et al., 2002; 2009a; 2009b).
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Figure 10. Localisation des aires d’activité mytilicole aux Iles-de-la-Madeleine (Québec,

Canada)

Etant donné les régimes thermiques et trophiques du BHA, la ponte y est plus hative

et les mytiliculteurs récuperent en fin de saison de captage un naissain d’automne qui est plus

gros que dans n’importe quel autre plan d’eau de 1’archipel (Bourque et al., 2014). De plus,

ce naissain possede de bons niveaux de résistance aux épisodes de mortalité estivale, une fois

placé en site de grossissement (Myrand & Gaud
et al., 2000; 2002). Ainsi, le BHA demeure le

moules des Tles-de-la-Madeleine depuis envi

reault, 1995; Tremblay et al., 1998d; Myrand
site de captage préférentiel des éleveurs de

ron 25 ans. Malgré cet avantage, 1’espace

disponible au BHA pour le développement d’activités mytilicoles demeure tres limité, étant

donné la faible surface de ce plan d’eau (~ 3 Km?). Par ailleurs, le succés de captage peut

étre trés variable d’une année a I’autre, puisqu’il dépend de multiples facteurs biotiques (e.g.
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synchronisme avec le bloom printanier, qualité de la ressource trophique) et abiotiques (e.g.
conditions environnementales, caractéristiques des structures de captage), comme I’ont
mentionné Toupoint et al. (2012a; 2012b) puis Bourque et al. (2014). Ainsi, des épisodes
désastreux de captage ont par le passé compromis la production des mytiliculteurs locaux
(saisons 2004, 2006, 2010 et 2019). Enfin, les informations sur I’évolution de la performance
des différents stocks et sur la cinétique de mortalité des moules d’élevage sont trop éparses
depuis les années 1990 (Myrand et al., 2000; 2002; Bourque & Myrand; 2010; 2014). Il serait
donc pertinent, aprés 25 années de transfert du naissain du BHA, de confirmer les niveaux
différentiels de la performance des stocks de naissain initialement décrits par Myrand &
Gaudreault (1995). En effet, la situation en termes de signature génétique a pu évoluer pour
chaque stock du fait des apports annuels systématiques de naissain en provenance du BHA
vers les trois sites de grossissements, mais aussi avec 1’évolution graduelle des conditions
climatiques du golfe du Saint-Laurent (Galbraith et al., 2015; 2020).

Pour soutenir les mytiliculteurs actifs, mais aussi d’éventuels nouveaux producteurs
qui souhaiteraient s’installer, il semble primordial de pouvoir optimiser 1’approvisionnement
et le grossissement des moules d’élevage dans I’archipel madelinot, de maniére a garantir la

pérennité de la production locale.

6. OBJECTIFS DE LA THESE

L’objectif général de cette thése est de définir les modalités permettant d’obtenir un
stock de naissain de moule de qualité, afin d’offrir de hauts niveaux de performance
d’élevage sur I’archipel madelinot. Ce projet de recherche s’articule autour de deux axes
d’étude distincts : (i) évaluer les niveaux de performance des stocks de moule bleue (Mytilus
edulis, L. 1758), en fonction de leurs origines et leurs sites d’élevage (Chapitres 1 et 2), et
(i) définir les mécanismes de sélection et d’obtention d’un naissain de moule de qualité
(Chapitre 3).
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Chapitre 1 : "Performance commerciale de stocks de moule bleue (Mytilus edulis, L.)

sur une échelle microgéographique™

L’objectif principal du premier axe d’étude est de vérifier qu’une performance
différentielle subsiste entre les stocks retrouvés sur les quatre sites mytilicoles des Tles-de-la-
Madeleine, malgré 25 années de transferts du naissain du BHA vers les sites de grossissement
de I’archipel. Pour ce faire, I’application de transferts croisés de type "stock-site" représente
la méthode la plus efficace pour tester les variations de performance de divers stocks cultivés
dans des sites aux conditions environnementales variables (Penney et al., 2006). Ce type
d’expérimentation a permis de démontrer que la performance de survie est principalement
influencée par la variabilité génétique du facteur "stock", alors que la performance de
croissance est surtout influencée par la variabilité environnementale du facteur "site” (Dickie
et al., 1984; Mallet & Carver, 1989; Stirling & Okumus, 1994; Penney et al., 2006),

Pour cette premiére expeérience, plusieurs stocks de naissain originaires de quatre plans
d’eau de I’archipel (BHA, HAM, BP et GE) ont été captés durant deux années consécutives
et cultivés dans deux sites de grossissement (HAM et BP), afin d’en évaluer les rendements
de captage et de production a la récolte. La productivité commerciale de chaque combinaison
"stock-site" a été estimée par une méthode originale de calcul des revenus nets induits, selon
les colts et procédures industrielles appliquées localement. Nous envisagions que les
rendements de production et la performance commerciale de chaque combinaison
reposeraient sur le succes de captage des stocks, mais aussi sur les conditions thermiques des
sites de grossissement (Tremblay et al., 1998b; 1998c; Toupoint et al., 2012a; 2012b). Ainsi,
les hypotheses que nous avons Vvérifiées sont :

1) il existe toujours une performance différentielle des stocks mis en culture sur les
différents sites d’¢élevage,
2) le naissain provenant du BHA demeure le plus performant en termes de succes de

captage et de rendements commerciaux.

Cette étude a été publiée sous forme d’article dans la revue Journal of Marine Science

and Engineering, en mai 2020.
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Chapitre 2 :  "Survie, croissance et tendances physiologiques de stocks de moule bleue
(Mytilus edulis, L.) : élevage cotier vs. élevage au large"

Dans cette seconde expérience, les stocks ayant démontré de bons niveaux de
performances dans le précédent chapitre (BHA, HAM et BP) ont été cultivés en cage, afin de
comparer les performances de survie et de croissance en lagune (HAM) et au large (BP).
L’hypothése que nous avons Vérifiée est :

1) les caracteéristiques d’élevage en pleine mer favorisent la condition des moules au

moment de leur récolte ainsi que leurs performances de survie et de croissance.

L’étude de I’expression génique ainsi que 1’analyse des conditions physiologiques des
moules en début et en fin de grossissement, ont confirmé I’intérét d’orienter le
développement mytilicole en milieu offshore. Les résultats de cette étude seront soumis pour

publication dans la revue Aquaculture, a I’automne 2021.

Chapitre 3: "Pression sélective sur les stades ontogéniques de moules bleues
(Mytilus edulis, L.)"

A la lumiére des résultats du premier axe de recherche (Chapitres 1 et 2), le maintien
de la performance supérieure pour le naissain du BHA est confirmé, malgré les 25 années de
transferts de ce stock. En considérant que cette lagune soit caractérisée par un réchauffement
plus hatif, mais aussi plus intense (Bourque et al., 2014; Cyr et al., 2016), nous avions
envisageé pour ce second axe de recherche que la performance supérieure du naissain du BHA
dépende d’une pression de sélection induite par les plus fortes températures estivales, en
ciblant les larves et/ou les post-larves de cette lagune. Bien que suggéré par le passé (Mallet

& Carver 1993, Myrand & Gaudreault 1995), ce phénomeéne n’a jamais été étudie.
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En condition expérimentale durant deux étés successifs, nous avons testé les
hypothéses suivantes :

1) les températures chaudes subies par les stades péri-métamorphiques (larves et
post-larves nouvellement fixées) induisent un meilleur développement post-
larvaire du stock du BHA, comparativement au stock du HAM,

2) IPeffet sélectif des températures estivales affecte une classe de taille tres specifique
du naissain du BHA.

Les résultats obtenus ont montré que la température n’a pas d’effet sur la performance
des stades péri-métamorphiques (< 1 mm), mais qu’une pression de sélection s’applique sur
les stades plus avancés, en éliminant les individus les plus sensibles parmi les post-larves
d’une taille comprise entre 4,5 et 7 mm. L’article issu de ce chapitre sera soumis pour
publication dans la revue Journal of Experimental Marine Biology and Ecology, a I’automne
2021.

Dans le cadre de ce projet de doctorat, un stock fait référence au naissain issu d’une
méme saison de ponte et de récolte des collecteurs, et se délimite géographiquement des
autres stocks par les lagunes et baies de 1’archipel. La performance d’un stock exploité inclut
le succes de captage ainsi que les performances de survie, de croissance et de rendements
commerciaux a la récolte. Elle dépend alors des caractéristiques propres des organismes en
culture (stock), mais aussi des conditions environnementales durant le développement

ontogénique (origine, site de captage) et le grossissement en site de culture (site).
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CHAPITRE 1
PERFORMANCE COMMERCIALE DE STOCKS DE MOULE BLEUE
(MYTILUS EDULIS, L.) SUR UNE ECHELLE MICROGEOGRAPHIQUE

Ce premier article, intituleé "Commercial performance of blue mussel
(Mytilus edulis, L.) stocks at a microgeographic scale”, a été accepté pour publication dans
la revue Journal of Marine Science and Engineering, en mai 2020

(https://doi.org/10.3390/jmse8060382). Cet article fut corédigé par moi-méme, le professeur

Réjean Tremblay, la chercheuse Carole Cyr et les chercheurs Jean-Francois LaPlante,
Francois Bourque et Nicolas Toupoint. En tant que premier auteur, ma contribution a ce
travail fut I’essentiel de 1’état de 1’art, le développement de la méthodologie, la collecte et le
traitement des données de terrain, les analyses en laboratoire, 1’analyse statistique et
I’interprétation des résultats, ainsi que la rédaction de ’article. Carole Cyr, Nicolas Toupoint
et Réjean Tremblay ont fourni 1’idée originale et mis en place le protocole expérimental.
Nicolas Toupoint a contribué a la collecte des données sur le terrain. Jean-Francois LaPlante
et Francois Bourque ont apporté au projet leur expertise en mariculture et ont participé a
1’élaboration de 1’évaluation technico-commerciale. Francgois Bourque, Nicolas Toupoint et
Reéjean Tremblay, ont participé a la révision de I’article. Plusieurs éléments de cet article ont
été présentés dans des communications orales, lors de conférences : au congres annuel de
I’Association Canadienne-Frangaise pour I’Avancement des Sciences (ACFAS) a Montréal
(Canada) en mai 2017, au congrés annuel de 1’Association Aquacole du Canada (AAC) a
Halifax (Canada) en mai 2017 puis a la ville de Québec (Canada) en mai 2018, et au colloque
annuel du regroupement Ressources Aquatiques Québec (RAQ), a la ville de Québec

(Canada) en novembre 2017 puis en novembre 2018.


https://doi.org/10.3390/jmse8060382

1.1 RESUME

L’aquaculture des bivalves constitue une composante majeure de I’économie dans 1’Est
canadien. En raison des contraintes sociales, environnementales, économiques et d’acceés aux
ressources d’élevage, le développement de la mytiliculture au large semble constituer une
stratégie nouvelle et prometteuse. Dans le but d’optimiser les techniques d’élevage mytilicole
et pour soutenir I’accroissement et la durabilit¢ de cette industrie a une échelle
microgéographique, nous avons évalu¢ au moyen d’un cycle traditionnel de production sur
deux ans, la performance commerciale du naissain de plusieurs stocks de moule bleue
(Mytilus edulis), provenant de sites separés par moins de 65 km, et cultivés dans deux sites
de grossissement différents (en lagune peu profonde et en pleine mer). La variation spatio-
temporelle de la performance a été étudiée selon une approche par transferts croisés de type
"stock-site", dans le milieu naturel et de maniére pluriannuelle. Comparativement aux autres
stocks étudiés, le naissain provenant de la lagune du bassin du Havre-Aubert (BHA) a
systématiquement démontré une plus grande taille au moment du boudinage, ainsi que de
meilleurs niveaux de productivité au moment de la récolte finale. Néanmoins, une stratégie
alternative pourrait étre d’exploiter le naissain provenant de la lagune du Havre-aux-Maisons
(HAM), notamment en raison des forts volumes en naissain commercial qui peuvent y étre
captés. De plus, la performance commerciale (revenus nets) évaluée a la récolte était trois
fois plus importante dans le site de grossissement en eau profonde au large, que dans le site
en eau peu profonde en lagune. La meilleure productivité obtenue en pleine mer confirme la
haute valeur stratégique que constitue le choix d’un élevage mytilicole au large. Nous avions
émis I’hypothése que les conditions environnementales moins stressantes exercent une

influence positive sur les tendances de reproduction, de survie et de croissance.
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1.2 COMMERCIAL PERFORMANCE OF BLUE MUSSEL (MYTILUS EDULIS, L.) STOCKS AT A
MICROGEOGRAPHIC SCALE
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1.3 ABSTRACT

Bivalve aquaculture is an important component of the economy in eastern Canada.
Because of current social, environmental, economic, and resource constraints, offshore
mussel cultivation seems to be a promising strategy. With the objective of optimizing farming
strategies that support the sustainability and development of the mussel industry at a
microgeographic scale, we evaluated, after a traditional two-year production cycle, the
commercial performance of spat from several mussel (Mytilus edulis) stocks originating from
sites separated by less than 65 km and cultivated at two different grow-out sites (shallow
lagoon and offshore waters). The spatiotemporal variation in spat performance was studied
through a multiyear in situ "stock-site™ spat transfer design. The spat supply originating from
the Bassin du Havre-Aubert lagoon systematically exhibited a larger size at sleeving time
when compared to other stocks, and a better productivity level when harvested. Nevertheless,
an alternative strategy would be to collect spat from the Havre-aux-Maisons lagoon, mostly
because of the important commercial volumes of spat that can be collected there. Commercial
performance (net incomes) was three times higher in the deep offshore grow-out site than in
the shallow lagoon site. This better productivity in the open sea confirms the highly valuable
strategy of offshore mussel farming in this area, where it was hypothesized that the less
stressful environmental conditions positively influence reproduction, survival, and growth

trends.

Keywords: Mytilus edulis, spat transfer, stock, site, commercial performance, offshore
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1.4 INTRODUCTION

The aquaculture of marine bivalves has increased sharply over the past few decades
and will keep growing given the rising global demand (FAO, 2018). In eastern Canada,
mussel culture dominates the shellfish market, with an annual production of more than 30 000
tons and a total value of 22 million Canadian dollars in 2015 (Statistics Canada, 2016).
Worldwide, mussel culture development has occurred almost exclusively in protected
nearshore waters (Perez Camacho et al., 1991; Weitzman et al., 2019) or in estuarine habitats
(Drapeau et al., 2006; Filgueira et al., 2016), with off-bottom culture techniques using rafts,
pole racks, and long-line systems (Hickman, 1992). However, nearshore bivalve culture is
severely constrained by space limitation and user conflicts (Cheney et al., 2010; Langan,
2012), climate change and fluctuating environmental conditions (Filgueira et al., 2016;
Steeves et al., 2018), carrying capacity limits or other environmental concerns (McKindsey
et al., 2006; Weitzman et al., 2019), and the need for improving mussel performance and
productivity (Cheney et al., 2010; Gallardi et al., 2017). On the basis of several pilot projects
conducted in different countries over more than a decade, the establishment of offshore
suspended long-line mussel farms has been shown to be promising (Cheney et al., 2010;
Langan, 2012; Steeves et al., 2018; Mizuta and Wikfors, 2019; Weitzman et al., 2019) in
areas like the Tles-de-la-Madeleine Archipelago (Gulf of St. Lawrence, Québec, Canada)
(Bourgue and Myrand, 2014, Séguin-Heine et al., 2014).

In Canada, blue mussel (Mytilus edulis, L. 1758) farming is exclusively supplied by
wild spat using ropes as artificial collectors. For more than 25 years, mussel culture in the
Tles-de-la-Madeleine has relied on the collection of wild juveniles in a small lagoon, the
Bassin du Havre-Aubert (BHA). This area is used to supply spat because this local stock has
better performance in terms of survival and growth compared to neighboring sites (< 65 km
between the most distant mussel populations) (Myrand and Gaudreault, 1995). Indeed,
several studies have demonstrated that this high performance is related to specific metabolic
and genetic features that provide better resistance to stressful conditions and lower

vulnerability to summer mortality episodes (Tremblay et al., 1998a; 1998b; 1998c; 1998d,;
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Myrand et al., 2000; 2002). Despite this advantage, BHA is small (3 km?) and shallow (2—
3 m), and has a large interannual variability in spat supply; all these restrict the development
of local mussel farming (Bourque et al., 2014). Because of this, alternative supply scenarios
need to be identified by reassessing the commercial potential of all stocks of mussel spat in

the Tles-de-la-Madeleine, particularly for offshore culture.

Stock performance depends on its genetic heterogeneity, the intrinsic adaptive
flexibility of individuals and the environmental variability of grow-out sites (Hawkins and
Bayne, 1992; Schotanus et al., 2019). A "stock-site" spat transfer design is a reliable way to
assess the differential performance (survival and growth) of stocks farmed in specific
conditions (Penney et al., 2006) and represents a method of identifying the best stock to farm
(Mallet et al., 1987a; 1987b; Mallet and Carver, 1989; Myrand and Gaudreault, 1995; Penney
et al., 2006). This design is also used to determine if the adaptive genetic variability remains
stable through multiple combinations of stocks and/or sites, and if the adaptive flexibility
differently integrates environmental variations (Sanford and Kelly, 2011; Blanquart et al.,
2013). Considering the evolution of oceanographic conditions in the Gulf of St. Lawrence
following global change trends (Galbraith et al., 2015) and the annual spat transfers of the
high-performing BHA stock for 25 years to all grow-out sites of the Tles-de-la-Madeleine,
we hypothesize that the differential performance of mussels stocks previously described
(Myrand and Gaudreault, 1995) may have been remodeled by phenotypic plasticity and
genotypic selection. Thus, the aim of this study was to determine if the pattern of spat
performance persists over years at a microgeographic scale. By applying a stock-site design,
we first compared the quality of different mussel stocks in 2014 and 2015 and then assessed
their related commercial productivity after a traditional two-year production cycle (Bourque
and Myrand, 2014) in lagoon and offshore grow-out sites. Commercial productivity was
estimated by an original calculation of the net incomes produced by each stock-site scenario,

considering the costs of local industrial processes.
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15 MATERIALS AND METHODS

15.1 Experimental design

Our study compares the productivity and commercial performance of different stocks
of mussel spat collected in the Tles-de-la-Madeleine archipelago in the southern Gulf of St.
Lawrence, Canada (Figure 11). Spat from four sites were sampled, three in the lagoons of
Bassin du Havre-Aubert (BHA), Havre-aux-Maisons (HAM), and Grande-Entrée (GE), and
one in the offshore site of Baie de Plaisance (BP). In June—July, when the first competent
larvae were observed in the water column (Cyr et al., 2015; 2016), ten artificial collectors
(1 m long propylene ropes) were submerged 3 m below the surface on long-line structures in
lagoons and 10 m below the surface at the offshore site. Five collectors were harvested in
November (4-5-month-old spat) and five in May (10-11-month-old spat) respectively for
fall and spring season stock recoveries (Table 2). Thus, experimental stocks were
characterized by (i) the origin and (ii) the season; and experiments (two-year production
cycle) began in 2014 (hereafter Year 1) and 2015 (Year 2). A brining operation was
conducted on all collectors in early—August to reduce the predation pressure of benthic
species like sea stars (Asterias sp.) and spatial competition with fouling filamentous algae
(Cladophora sp. and Enteromorpha sp.), as described by Bourque and Myrand (2007a;
2007b). A total of 16 mussel stocks were collected between 2014 and 2016, including two
BHA stocks harvested in fall, which are commonly used by local mussel farmers and served

as our control stocks.
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Figure 11. Location of mussel stocks and production sites in the Tles-de-la-Madeleine
archipelago, southern Gulf of St. Lawrence, Canada

Table 2. Summary of the stock-site design conducted into the Tles-de-la-Madeleine

Spawn Year 1 Year 2
Collector recovery Fall Spring Fall Spring
Spat age at harvest (months) 4-5 10-11 4-5 10-11
Stock origin
BHA Control X Control X
HAM X X X X
GE X X X X
BP X X X X
Grow-out site HAM and BP

Mussels age at harvest (months)

22-24
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1.5.2  Spat supply performance

The cumulative settlement rates and size frequency distributions were immediately
determined after each stock sampling to determine if the industrial criteria required for grow-
out processing (sock sleeving) were met. These criteria were (i) a minimum of 35 % of spat
(size > 6 mm) exceeding 15 mm in length on each collector, and (ii) production of at least
2m of mussel socks (40 mm opening) from a single 1 m collector (“sock:collector
ratio” > 2:1). These criteria lead to the usual commercial density of around 680 to
830 mussel m™* (Sénéchal et al., 2008; Myrand et al., 2009a; 2009b). Five socks (3 m in
length) were sleeved per stock and suspended on long-lines in the lagoon (HAM) and
offshore (BP) grow-out sites. Socks were suspended 3 m below the surface in HAM and 10 m

below the surface in BP.

1.5.3  Commercial harvest performance

To compare production performance among the stock-site scenarios, all socks were
harvested after a traditional two-year production cycle (22-24-month-old mussels),
corresponding to 12 and 18 months of growth in sites for stocks sleeved in spring and fall,
respectively (Table 2). Immediately after sampling, total density, size frequency, and mussel
fresh mass were assessed on a randomly selected 30 cm section of each sock. The
productivity of each stock-site scenario was evaluated by determining the proportion (%) and
fresh mass (kg m™* of sock) of commercial mussels (> 50 mm) in order to estimate wholesale
volumes of raw, non-transformed mussels at the market price of $ 1.47 kg™, as applied by
national processing plants during the 2014-2017 period (hereafter $ refers to the Canadian
dollar). The commercial performance (net incomes) was evaluated through a standardized
method integrating spat supply and productivity performance at the scale of a standard long-
line (122 m long). In addition, variable expenses including working hours along the
production cycle, i.e. from supply to harvest, were estimated. Net incomes were calculated
following the technical-economical method described in Laplante and Bourque (2014):
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- The length of mussel socks produced with one long-line containing 488 m of spat
collectors, by applying the sock:collector ratio calculated previously;

- The required guantity of grow-out long-lines, by considering a mean length of 549 m
of mussel socks per unit;

- The associated variable costs (human and material resources), including seven distinct
steps: (i) spat collector installations, (ii) brining (Bourque and Myrand, 2007a; 2007b), (iii)
harvesting, (iv) spat stripping, de-clumping, and size-ranging, (v) sock sleeving, (vi)
installations to grow-out, (vii) harvesting and preparation of raw mussels;

- The raw income of the production purchase at $ 1.47 kg .

1.5.4  Environmental and trophic parameters

Environmental and trophic parameters were recorded from mid-May to mid-
November 2015 (Year 2) and 2016 (Year 3) in each grow-out site to document conditions
experienced by Year 1 and Year 2 mussel stocks, respectively. The seawater temperature was
recorded hourly with multi-parameter YSI 6600 probes (Yellow Spring Inc., Yellow Springs,
OH, USA) deployed on long-lines, close to the mussel socks. The trophic conditions were
monitored every 7-10 days by estimating particulate organic matter (POM), chlorophyll-a,
and planktonic group composition. The surrounding seawater was sampled with a Niskin
bottle (from a depth of 2 m), immediately sieved on a 20 um square mesh and stored in
opaque bottles. Because the oligotrophic seawater of the archipelago is characterized by
small-sized particles (Trottet et al., 2007; Toupoint et al., 2012a; 2012b), we pre-filtered all
samples in accordance with the range of size detected for future flow-cytometer analyses.
Triplicate samples of 2 L were filtered on GF/C glass fiber filters (1.2 pum; Whatman Ltd.,
Maidstone, UK), and POM concentration was quantified by gravimetry according to Aminot
and Chaussepied (1983). Triplicate samples of 0.5 L were filtered in the dark on GF/F glass
fiber filters (0.7 um; Whatman Ltd., Maidstone, UK), and chlorophyll-a concentration was
measured after an overnight extraction in 90 % acetone using a Trilogy fluorimeter (Turner
Designs Inc., San Jose, CA, USA). For planktonic composition, duplicate samples of 4.5 mL
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were preserved in 0.1 % glutaraldehyde, stored at —80 C, and analyzed with an Epics Altra
flow cytometer (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA) as described in Belzile et al.
(2008) and Tremblay et al. (2009) for the enumeration of pico (0.2-2 um) and nano (2—

20 um) eukaryotes and cyanobacteria as well as heterotrophic bacteria.

15,5  Statistical analyses

For each season (fall and spring), a series of two-way analyses of variance (ANOVA)
was used to study the effects of year (two fixed levels) and spat origin (four fixed levels) on
the dependent variables describing spat supply performance, i.e. spat density, proportion
exceeding 15 mm (%), and the sock:collector ratio. ANOVAs were conducted separately for
fall and spring to eliminate a potential seasonal effect on spat performance. For a given year,
fall and spring spat were not independent since they both came from the same spawning
events. A second series of two-way ANOVAs was performed to test the effects of spat stock
(nine fixed levels) and grow-out site (two fixed levels) on the commercial performance
variables, i.e. proportion of commercial mussels (%), mass of commercial mussels, and net
incomes. ANOVAs were conducted after testing assumptions of normality and
homoscedasticity with Kolmogorov—Smirnov and Levene tests, respectively, using
R version 3.5.2 (R Development Core Team, 2018). When assumptions were not met, data
were log transformed, except for percentage or proportion data, which were arcsine-square-
root transformed (Sokal and Rohlf, 1995). When significance occurred, Tukey HSD post-hoc

tests were conducted to determine pairwise differences.

For each experimental year, the differences between environmental conditions
(temperature and the seven trophic variables) of the two grow-out sites (HAM and BP) were
tested through a one-way permutational multivariate analysis of variance (PERMANOVA
with 9999 permutations) based on Euclidean dissimilarities using PRIMER 7 version 7.0.12
(PRIMER-¢, Quest Research Ltd., Auckland, New Zealand) (Clarke and Gorley, 2015).
Assumptions of homoscedasticity had previously been verified with a PERMDISP test
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(Anderson et al., 2008) and data were log transformed when necessary. In addition, a similar
percent analysis routine (SIMPER) was performed on untransformed data for each
experimental year to assess the contribution of environmental variables to dissimilarities
between grow-out sites. Finally, two-way ANOVAs were performed to test the effects of
grow-out site (two fixed levels) and time (from 14 to 18 levels, according to the year and site)
on environmental variables during each experimental year. A significant threshold of

a = 0.05 was adopted for all statistical analyses.

1.6 RESULTS

1.6.1  Spat supply performance

In both seasons of spat recovery (fall and spring), an interaction effect between year
and origin was observed on mussel spat density (Figure 12a). For both years, the control
stock (BHA-Fall) had the lowest density (< 5000 ind m™* of collector) compared to the other
stocks (HAM, GE, and BP), which could reach up to 9000 ind m™. In spring, GE stocks
density were drastically lower than in the fall, and the BHA and GE stocks had the lowest
densities (< 3000 ind m™?). Values for HAM and BP stocks were more than twice as high,
but unfortunately their spring stocks were lost in Year 1 due to harsh winter conditions
(Figure 12a). The overall interseasonal mean density decreased by 44 % between fall and
spring. Among the 14 recovered spat stocks, ten showed a proportion of large spat (> 15 mm)
exceeding the industrial threshold of 35 % for sleeving (Figure 12b). We observed interaction
between the year and origin effects in the fall and an origin effect in the spring. On
Figure 12b, c, all pairwise comparisons (post-hoc test) have been represented to highlight the

interseasonal, interannual, and intersite variability existing among the stocks assessed.
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Figure 12. Mussel spat stock performance (origin x year x season) from the Tles-de-la-
Madeleine
(a) Spat density, (b) proportion of spat > 15 mm and (c) sock:collector ratio. Data are
Mean £ SE; n = 6 collectors. BHA, HAM, GE, and BP = spat origin. Striped bars =
control stocks. Year 1 and Year 2 = spawning year (2014, 2015). Horizontal gray area
(b and ¢) = industrial criteria to grow-out a mussel stock (threshold of 35 % of spat > 15
mm and sock:collector ratio > 2:1). ? = collectors lost during winter. @ = unsleeved
stocks (industrial criteria not met). For each season of spat recovery, significant results
of two-way ANOVAs are presented and letters indicate significant differences (p < 0.05)
among stocks. BHA, Bassin du Havre-Aubert; HAM, Havre-aux-Maisons; GE, Grande-
Entrée; BP, Baie de Plaisance

For both years and seasons, BHA stocks showed the highest proportions (> 75 %) of
mussels > 15 mm compared to other stocks (10 % to 65 %). Overall, this proportion was
27 % lower in the fall than in the spring. BHA stocks were similar between years and seasons,

and they were the only stocks to systematically show values above the industrial threshold
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of 35 % for sleeving. Because of strong sea star predation on collectors, the volume of spat
for the BHA-Year2-Spring stock was too low to produce enough socks for experimental
grow-out processing. Thus, only nine stocks that met the second industrial criteria of a
sock:collector ratio > 2:1 were used for sleeving (Figure 12c). In both fall and spring, this
ratio showed year and origin effects without interaction. Maximal values were observed with
HAM-Yearl-Fall and HAM-Year2-Spring, with one single collector supplying spat to sleeve

more than 9 m of socks.

1.6.2 Commercial performance

The socks produced with the nine spat stocks selected using the industrial criteria were
grown in the HAM (lagoon) and BP (offshore) sites, for a total of 18 stock-site scenarios.
Unfortunately, the socks produced with the GE-Yearl-Fall stock were lost in BP during the
winter, so 17 combinations remained at the end of the experiment. Stock x site interactions
were observed for every parameter characterizing commercial performance of each
combination harvested after a two-year production cycle (Figure 13). Whatever the stock, the
percentage of commercial mussels was higher in BP (>40 %) than in HAM (< 35 %)
(Figure 13a). The overall mean was three times higher offshore than at the lagoon site
(55£2 % and 19 + 2 %, respectively). The most efficient stocks in BP were BHA-Yearl-
Fall, BP-Year2-Fall, HAM-Year2-Spring, and BP-Year2-Spring with > 55 % commercial
mussels. In HAM, the best stocks were BHA-Yearl-Fall, BHA-Year2-Fall, and HAM-
Yearl-Fall with 30-35 % commercial mussels. Surprisingly, the HAM-Year2-Spring stock
provided the highest rate of commercial mussels in BP (72.4 + 2.2 %) but was one of the
least productive stocks in HAM (5.3 * 2.4 %). The proportions of commercial mussels for
the stocks sleeved in spring were always drastically lower in HAM (< 10 %) than in BP
(> 40 %).
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a. Harvested commercial mussels (%)

STOCK x SITE: F5,=16.48 ; p < 0.001

b. Mass of commercial mussels (kg.m™ of sock)

STOCK x SITE: F,;.5;, = 4.55; p < 0.001

¢. Netincomes ($)

STOCK x SITE: F =5.86; p<0.001

(7:31)

Figure 13. Commercial performance of the nine spat stocks sleeved and harvested after a
two-year production cycle at the HAM (dark gray) and BP (light gray) grow-out
sites
(a) Proportion and (b) mass of commercial mussels (> 50 mm) as well as the (c) net
incomes associated. Data are Mean = SE; n = 2-5 mussel socks. BHA, HAM, GE, and
BP = spat origin. Striped bars = control stocks. 1 and 2 = spawning years (2014, 2015).
F and S = fall and spring spat collector recovery. Stippled area = negative net incomes.
? = lost stocks. Significant results of two-way ANOVAs are presented and letters
indicate significant differences (p < 0.05) among stock-site combinations
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In addition, the mass of commercial mussels produced per meter of sock was twice as
high in BP compared to HAM (Figure 13b), with mean values of 5.2+0.4 and
2.2 +0.3 kg m* of sock, respectively. The most efficient stocks in BP were BHA-Yearl-
Fall, BHA-Year2-Fall, and HAM-Year2-Spring, with a production mass of more than 6 kg
of commercial mussels per meter of sock. In HAM, the most performant stocks had masses
of 3-4 kg m™* of sock. There was a drastic difference between grow-out sites with the HAM-
Year2-Spring and BP-Year2-Spring stocks: HAM-Year2-Spring was 25 times more
productive offshore (6.7 + 0.5 kg m™1) than at the lagoon site (0.27 + 0.09 kg m™*) while BP-
Year2-Spring was six times more productive in BP (3.6+0.2kg m™) than in HAM
(0.61 £ 0.15 kg m™1). Finally, the mean net income estimated for the 17 stock-site scenarios
was $ 13 111 + 1 574, with great variability related to stock and site (Figure 13c). Overall,
mussel culture was three times more lucrative in BP ($ 20 045 £ 2 305) than in HAM
($ 6 573 £ 1 475) at the end of the two-year production cycle. Stocks BHA-Yearl-Fall and
HAM-Year2-Spring generated the highest net incomes in BP, with respective mean values
of $29 170 and $ 40 278. In parallel, two stocks cultivated in HAM, HAM-Year2-Spring
and BP-Year2-Spring, were unprofitable. Among the 17 stock-site scenarios, five were very
profitable (exceeding $ 20 000), including four stocks grown in BP (BHA-Yearl-Fall, HAM-
Yearl-Fall, HAM-Year2-Spring, BP-Year2-Fall) and just one in HAM (HAM-Yearl-Fall).

1.6.3  Environmental and trophic conditions in grow-out sites

The lagoon (HAM) and offshore (BP) sites showed strong differences in their
environmental conditions from May to November for both years (Table 3, Figure 14 and
Figure 15). The SIMPER analysis carried out on data from each year showed that all
parameters contributed almost equally to the difference between sites (Table 4), with
contributions to the dissimilarity ranging between 10 % and 14 %. However, total

heterotrophic bacteria and POM concentrations had slightly higher influences on the
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differentiation observed each year. According to the average squared Euclidean distances
calculated, the dissimilarity between sites was higher in Year 2 than in Year 3, with
respective values of 6 = 20.44 and 6 = 18.71.

Table 3.  Multivariate PERMANOVA results investigating environmental conditions
between the lagoon (HAM) and offshore (BP) sites used for mussel growth in
Year 2 and Year 3
Variables were temperature, particulate organic matter, chlorophyll-a, total
heterotrophic bacteria, pico- and nano-eukaryotes, and pico- and nano-cyanobacteria

PERMANOVAs  df SS MS  Pseudo-F P (perm)  onique
perms
Year 2
site 1 70745 70745  11.973  0.0002 9948
Residuals 30 177.26 5.9085
Total 31  248.00
Year 3
site 1 45959 45959  7.0274  0.0009 9939

Residuals 26 170.04 6.5400
Total 27 216.00

Two-way ANOVAs performed on each of the eight environmental parameters showed
site x date interactions, but values were generally higher in HAM (Figure 14 and Figure 15).
In both years, water temperatures were higher in HAM from late—May to September,
reaching 15 °C approximately one month earlier. The maximal temperature measured in
HAM exceeded 23 °C but remained below 20 °C in BP (Figure 14a). Despite a global
similarity between POM concentrations observed in both sites each year (1-2 mg L™), we
observed a major peak from late—August to late—September in 2015 (Year 2), with values
three times higher in HAM than in BP (Figure 14b). The period of maximum chlorophyll-a
concentration (> 2 pug L) ranged from mid—July to mid—October in both sites (Figure 14c),

but values were 2—-3 times higher in HAM than in BP. At both sites, planktonic communities
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were dominated by pico-eukaryotes (Figure 15a) and pico-cyanobacteria (Figure 15c).
Overall, bacteria and eukaryotes (pico and nano) concentrations tended to be higher in the
shallow lagoon than in the offshore site, with average abundances in HAM being 2-3 times
(bacteria) and 4-10 times (eukaryotes) higher than those measured in BP. This spatial pattern
was not observed for cyanobacteria in Year 3, where abundances (pico and nano) showed
similar patterns at both sites. These trends were associated with interannual variations of
planktonic concentrations in HAM. The overall average abundances in HAM decreased by
two (pico-plankton) and three (nano-plankton) times between Year 2 and Year 3, while they

tended to follow a similar pattern for all planktonic groups in BP.

Year 2 Year 3

a. Temperature (°C)

SITE x DATE: 14,60y =65.12; p <0001
T T T T T 0 T T T T T T
b. POM concentration (mg.L™)

SITExDATE: Fipeq=405: p=0001 %

¢. Chlorophyll-a concentration (ug.L™")

SITE X DATE: Fiiq60=12.605 p<0.001

Jun.  Jul. Aug. Sep. Oct. Nov,

Figure 14. Monitoring environmental conditions in the HAM (dark gray) and BP (light gray)
grow-out sites in Year 2 and Year 3 (2015, 2016)
(a) Temperature; (b) particulate organic matter; (c) chlorophyll-a. Data are Mean * SE;
n = 3 samples. Significant results of two-way ANOVAs are presented. * = significant
difference (p < 0.05) between grow-out sites
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Year 2

a. Pico-eukaryotes (x 103 cells.mL™)

Year 3

SITE x DATE: Fpg,= 17.305 p<0.001

b. Nano-eukaryotes (x 103 cells.mL™)

SITE x DATE: “‘(14;32): 14.40 5 p<0.001

SITE x DATE: Fi3,0)= 13353 p<0.001

LTt HAM
—o— BP

d. Nano-cyanobacteria (x 103 cells.mL")

SITE x DATE: Fj4.3)= 10505 p<0.001 *

e. Total Heterotrophic Bacteria (x 108 cells.mL™)

SITE x DATE: F1437)=399; p=0.001

SITE x DATE: Fj3,54 = 6801; p<0.001 *

Oct.

Figure 15. Monitoring plankton component concentrations in the HAM (dark gray) and BP

(light gray) grow-out sites, in Year 2 and Year 3 (2015, 2016)

(a) Pico-eukaryotes;

(b) nano-eukaryotes;
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(c) pico-cyanobacteria;
cyanobacteria; (e) total heterotrophic bacteria. Data are Mean + SE; n = 2 samples.
Significant results of two-way ANOVAs are presented. * = significant difference
(p < 0.05) between grow-out sites

(d) nano-



Table 4.  SIMPER analysis investigating the contribution of environmental and trophic parameters measured in the lagoon
(HAM) and offshore (BP) sites used for mussel growth in Year 2 and Year 3
! Concentration values (Mean + SE) among samples of each site and year. 2 Ranked contribution of each parameter to overall
average squared Euclidean distance of 6 = 20.44 and 6 = 18.71, respectively in Year 2 and Year 3

. . Mean Value at Mean Valueat  Average Squared Contribution Cumulative (%6)
Environmental Variable

HAM Site ! BP Site ! Euclidean Distance 3i (%)%  Contribution Xdi

YEAR 2
Total heterotrophic bacteria (x10° cells/mL) 355 = 043 127 £ 0.15 2.94 14.37 14.37
Particulate organic matter (mg/L) 1.82 + 0.23 0.95 + 0.06 2.65 12.95 27.32
Pico-cyanobacteria (x10° cells/mL) 108.59 +21.02 31.74 + 854 2.57 12.59 39.91
Nano-cyanobacteria (x10° cells/mL) 6.10 £ 1.79 053 + 0.15 2.55 12.48 52.39
Pico-eukaryotes (x10% cells/mL) 115.16 + 3.34 1425 + 2.43 2.53 12.39 64.78
Chlorophyli-a (ug/L) 3.78 + 0.52 194 + 0.25 2.52 12.34 77.12
Nano-eukaryotes (x10° cells/mL)  62.60 +19.31 589 + 1.14 2.51 12.30 89.42
Temperature (°C) 15.09 + 1.09 1186 + 1.14 2.16 10.58 100.00

YEAR 3
Particulate organic matter (mg/L) 142 + 0.09 094 £+ 0.07 2.72 14.52 14.52
Total heterotrophic bacteria (x10° cells/mL) 340 = 044 144 + 0.24 2.64 14.09 28.61
Pico-eukaryotes (x10% cells/mL)  58.94 +11.25 14.00 + 3.59 2.62 13.99 42.60
Nano-eukaryotes (x10° cells/mL)  22.64 + 4.72 6.30 + 1.13 2.52 13.44 56.04
Chlorophyll-a (ug/L) 344 + 0.33 2.07 = 0.46 2.28 12.17 68.22
Temperature (°C) 1429 + 137 1204 + 1.14 2.04 10.90 79.12
Pico-cyanobacteria (x10% cells/mL)  58.00 +17.46  43.29 +15.46 1.96 10.46 89.58

Nano-cyanobacteria (x10° cells/mL) 114 £ 0.32 0.89 = 0.33 1.95 10.42 100.00




1.7 DISCUSSION

We hypothesized that the variable performance of mussel stocks previously described
by Myrand and Gaudreault (1995) could have been rewritten by the management strategy
used for the last 25 years. Using a novel indicator based on net incomes, this potential
mitigation was assessed on commercial productivity rather than only on survival and growth
measures obtained in cages. Until now, mussel culture at the microgeographic scale of the
Tles-de-la-Madeleine Archipelago (85 km long) has been done with BHA spat transferred to
all grow-out sites. We expected that successive massive transfers, year after year, would
homogenize the microgeographic performance differences that have been observed
(Tremblay et al., 1998a; 1998b; 1998¢c; 1998d; Myrand et al., 2000; 2002). However, our
results clearly show that the commercial performance of spat exhibited significant differences
among stocks (characterized by origin, year and season of spat recovery) and grow-out sites,
with systematic stock and site interactions for all commercial parameters measured on
sleeved mussels. Thus, the microgeographic differences in commercial performance has been
maintained, with interannual performance variability. The better performance of BHA stocks
—with larger sized spat than those from any other site — has been maintained for two decades.
Once sleeved, BHA spat showed high productivity levels, corroborating its commercial
efficiency for local mussel growers, such as demonstrated in the 1990s (Myrand and
Gaudreault, 1995).

1.7.1  Spat supply performance

Strong variations in spat performance between years and origins highlight the high
spatiotemporal variability and corroborate previous observations in different sites of this
archipelago (Bourgue and Myrand, 2010; 2014; Toupoint et al., 2012a; Bourque et al., 2014;
Cyretal., 2015; 2016). The different patterns in spat recovery observed between seasons (fall
and spring) revealed that collector overwintering impacts stock performance (spat density

and % of spat > 15 mm). This result agrees with the self-thinning theory, suggesting a
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negative relationship between density and biomass to self-regulate the intraspecific
competition for food and space (Hughes and Griffiths, 1988; Fréchette et al., 1996; Alunno-
Bruscia et al., 2000; Guifiez, 2005). The number of individuals on collectors probably
decreases through mussel fall-off during overwintering (Lachance-Bernard et al., 2010), thus
improving conditions for the remaining mussels through increased food availability that in
turn stimulates growth and increases the percentage of mussels exceeding 15 mm. In a self-
thinning modelling study (Fréchette 2012), mussel densities on collectors were constant at
first and followed by a sharp decrease after 310 days. We observed a similar trend, with a
decrease in spat density coupled with an increase in size between spat sleeved in the fall (i.e.
100-120 days after settlement) and spat sleeved in spring (i.e. 300-340 days after
settlement). Furthermore, control stocks (BHA-Fall) exhibited the lowest spat density but the
highest percentage of spat exceeding 15 mm. These results are in accordance with a general
negative relationship between mussel density and size, as demonstrated in the western Gulf
of St. Lawrence by Lachance-Bernard et al. (2010). Nevertheless, some stocks did not follow
this trend: stocks from HAM and those from BP in Year 2 did not reveal a drastic decrease
in spat density but an increase in size was noted. Unfortunately, the loss of collectors for
these stocks in Year 1 means that we only have a single year’s observation of this
phenomenon with both spat stocks from HAM and BP. Moreover, the lack of coupling
between density decrease and size increase could be related to the presence of late or
secondary settlement on the collectors in late summer (Newell et al., 2010; Fréchette, 2012).
This visible "second set" of spat was discarded in fall with the sleeving size criteria (> 6 mm),
but it was large enough to be sleeved in spring. Bourque and Myrand (2014) suggested that
second set spat could enhance intraspecific competition, resulting in partial fall-off of spat

exceeding 15 mm and reducing the contrast between seasons induced by self-thinning.

Long-lines in the offshore site (BP) are set up just above the potential thermocline, a
site also characterized by higher turbulence (Lachance et al., 2008). As an experimental study
on giant scallops (Placopecten magellanicus, G. 1791) recruitment (Pearce et al., 1998)
demonstrated an interaction effect of thermocline and turbulence on the settlement success,

we think the depth in BP may have impacted the recruitment success of mussels on collectors.
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Several field studies confirmed that blue mussel settlement on artificial collectors is
influenced by the presence of a thermocline and depth (Kenchington et al., 2002; Aghzar et
al., 2012; Mizuta and Wikfors, 2019). However, we have no indication that collectors’ depth
IS an important driving factor for spat supply differentiation between lagoon and offshore
sites in this area. We suggest that settlement and recruitment success differentiation between
lagoon and offshore sites could be mostly related to seawater temperature and the differential
temporal patterns inducing spawning delay in BP (see Appendix A for variations in
gametogenesis in BHA mussels raised at both grow-out sites) and consequently the first
occurrence of spat on collectors (approximately 3—4 weeks) and their size in the fall
(Figure 12b). However, further study is needed to clearly identify the importance level of

each factor on recruitment success of blue mussels in this offshore site.

The sock:collector ratio is a commercial indicator taking into account both spat density
and size to determine the volume of commercial-sized spat that can be sleeved; this technique
has been recommended in several studies conducted in eastern Canada (Mallet and Myrand,
1995; Lauzon-Guay et al., 2005, Sénéchal et al., 2008; Myrand et al., 2009a; 2009b). In this
context, the sock:collector ratio is a standardized way to compare the performance of
different spat supplies. Mussel stock efficiency is determined by the level of interseasonal,
interannual, and intersite variability. We observed that control stocks (BHA-Fall) performed
well for sleeving, but not when spat were collected in spring. With equivalent sock:collector
ratios as BHA-Fall, GE-Fall and BP-Spring appeared to be two good alternatives for spat
supply, but the two stocks from HAM (HAM-2014-Fall and HAM-2015-Spring)
outperformed all the other stocks tested (ratio > 9:1) and represented promising strategies for

sleeving.

1.7.2  Environment and stock performance

Collection of juvenile wild mussels depends on biotic (e.g. synchronized with food

availability and food quality, unsynchronized with predators) and abiotic (e.g. environmental
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conditions, collector structure) factors (Toupoint et al., 2012a; 2012b; Bourque and Myrand,
2014) that act on spawning, larval supply, settlement, and spat performance on collectors
(Lachance et al., 2008; Bourque et al., 2014). According to Cyr et al. (2015; 2016), the first
occurrence of settled spat on collectors was observed in late—June in BHA, in early—July in
HAM and GE, and between late—July / early—August in BP. Thus, since all collectors were
retrieved simultaneously, BP mussels had a shorter period to grow on collectors. Bourque
and Myrand (2014) suggested that spat collected in the fall at the offshore site (BP) should
not be sleeved before the following spring, due to later spawning events. Our results support
this recommendation: in fall, we observed only 25 % to 35 % of spat (> 15 mm) in BP
compared to > 50 % the following spring. In addition to a longer period of growth for spat
from lagoons, shallow sites are characterized by higher food availability, since all trophic
markers showed higher values in the lagoon than at the offshore site (Figure 14 and
Figure 15). HAM lagoon is characterized by a high level of quality trophic resources,
stimulating increased accumulations of energetic reserves (Gilmore-Solomon et al., 2016).
Increased energy reserves favor gonadal development and lead to early massive spawning
events, these being stimulated in periods of summer temperature increase (Hawkins and
Bayne, 1992; Seed and Suchanek, 1992).

Different studies have suggested that spat recruitment success may be affected by the
presence of competitor or predator species (Bayne, 1976; Lesser et al., 1992; Seed and
Suchanek, 1992). Hydrozoans and filamentous algae (Cladophora sp. and Enteromorpha
sp.), which are favorable habitats for the first settlement of mussel larvae (Dobretsov and
Wahl, 2001, Yang et al., 2007), are problematic on suspended collectors since they are related
to massive mussel fall-off when spat grow (Sharp et al., 2006; Bourque and Myrand, 20074;
2014; Bourque et al., 2014). To limit the impact of fouling and predation by benthic species
like sea stars (Asterias sp.), all collectors underwent brining operations at the same time to
limit potential variable impacts. However, another predatory species affected this study — the
abundant sea ducks (Somateria mollissima, Clangula hyemalis and Aythya marila) in the GE
lagoon. Diving ducks are a widespread problem for mussel farming in eastern Canada; they

forage on both spat and adult mussels (Dionne et al., 2006; Varennes et al., 2013; 2015a;
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2015b) with a preference for shallow waters and small-sized mussels (Guillemette et al.,
1996; Hamilton et al., 1999; Varennes et al., 2015a; 2015b). From our observations, we
believe ducks were responsible for the low densities on GE collectors retrieved in spring.
The deeper mussel aquaculture practises in BP could offer a higher protection against avian
predators comparatively to mussel farming in the lagoon. Generally, sea ducks prefer shallow
water due to potential energetic gain by diving shallower, but Guillemette et al. (1996)
suggested prey selection is rather related to their preferences (size and nutritional values of
species). Tardive spawning of mussels in BP increase their nutritional value during the
summer, as gametes are rich in polyunsaturated fatty acids (Miller et al., 2014). Thus, mussels
with higher nutritional quality in BP could be stimulating for avian predation, as some
molluscivore ducks seem able to discriminate quality of blue mussels (Varennes et al., 2015a;
2015b). Furthermore, sea ducks can dive down to 50 m depth (Varennes et al., 2013) and
even if the avian predators’ activity could be less recurrent in offshore than in the lagoons,

such pressure remains a stake for mussel industry in offshore waters.

The performance of the BHA spat supply could probably be linked to the restricted
configuration of this lagoon (3 km?, mean depth of 2—-3 m), which leads to earlier, faster, and
higher warming of the water column that stimulates earlier spawning events (Bourque et al.,
2014; Cyr et al., 2015; 2016). In addition, several studies have revealed specific metabolic
and genetic characteristics of BHA mussels that provide better resistance to stress as well as
higher growth and survival rates (Tremblay et al., 1998a; 1998b; 1998c; Myrand et al., 2000;
2002; 2009a; 2009b). However, these advantages did not systematically improve the

commercial performance of this stock.

1.7.3  Commercial performance in different grow-out sites

Our results clearly demonstrate that all mussel stocks sleeved and cultured in the BP
offshore site had higher commercial performance after a two-year production cycle, as shown

by the higher net incomes (Figure 13). Specifically, the quantity of commercial-sized mussels
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was three times higher in BP than in HAM. The commercial mass of mussels harvested per
meter of sock was on average twice as high in BP, thus the mean net incomes were three
times higher at the offshore site. Our results agree with studies by Bourque and Myrand
(2014) and Seéguin-Heine et al. (2014), which were conducted at the same sites with mussels
spat from BHA. The authors reported that mussel shell weight was lower and meat yield
higher in BP compared to HAM. Similarly, in another study in Notre Dame Bay
(Newfoundland, Canada), Gallardi et al. (2017) observed higher shell weight in cultivated
mussels suspended in shallow water (5 m) than in deep water (15 m). We suggest that specific
conditions in the lagoon and offshore sites could induce differential energetic allocation
strategies that explain the higher commercial productivity in BP. As a reaction to
environmental conditions and competition, mussels differentially allocate their energy to
protective tissues including their shells and byssus filaments (Ogilvie et al., 2004; Babarro
and Abad, 2013). As already reported, cultured mussels suspended in offshore sites (BP)
invest less energy in shell and byssus production than do mussels in lagoons (Séguin-Heine
et al., 2014), suggesting that more energy is available for soft tissue production. Contrary to
the suggestion of Gallardi et al. (2017), the lower energetic investment in mussel shells
cultivated in BP was not related to a less turbulent environment: Séguin-Heine et al. (2014)
reported turbulence values < 1 J m~in HAM compared to 5J m™ in BP. In the same study
(Séguin-Heine et al., 2014), the authors suggested that lower investment in protective tissues,
particularly in byssus production, could result in higher mussel fall-off in offshore waters and
therefore lead to lower commercial productivity. Our results contradict this hypothesis. We
demonstrated that the mass of all harvested commercial mussels was systematically higher
for each stock cultivated in BP compared to HAM. In addition, different reproduction trends
were observed in mussels maintained in BP and HAM (Appendix A). The significantly higher
gamete volume fraction in BP and the earlier spawning events in lagoons highlighted the fact
that mussels allocate more energy to gamete development when cultured in deep offshore
waters. The concomitant periods for mussel commercial harvest and spawning in the lagoons
could explain the less valuable productivity in HAM, illustrated by a lower mass of

commercial mussels recovered per meter of sock. These observations agree with previous
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studies on suspension-cultured mussels (Myrand et al., 2000; Lachance et al., 2008), which
showed that mussel growth is affected by early spawning in lagoon sites. Moreover, the large
amount of energy invested in gamete production usually weakens mussels and can increase
mortality (Mallet and Myrand, 1995; Myrand et al., 2000). Because they are in poor condition
due to depleted reserves, mussels are more vulnerable to stressful environmental factors,
especially temperature and food quality (Bayne, 1975; 1976; Seed and Suchanek, 1992;
Tremblay et al., 1998a; Myrand et al., 2000; 2002).

Temperature and food availability were higher in the shallow lagoon compared to the
offshore site, agreeing with previous studies (Myrand and Gaudreault, 1995; Myrand et al.,
2000; Bourque and Myrand, 2014; Séguin-Heine et al., 2014). Temperature directly affects
physiological rates and thus every aspect of the biology and ecology of mussels (Bayne,
1976; Zippay and Helmuth, 2012; Gosling, 2015b). Although Bayne et al. (1976) established
that the scope for growth remains stable between 10 °C and 20 °C, other studies demonstrated
that temperatures greater than a 20 °C threshold are associated with stressful conditions for
recruitment, metabolism, growth, and survival of M. edulis (Widdows, 1973; Incze et al.,
1980; Myrand et al., 2000, Rayssac et al., 2010). Cheney et al. (2010) affirmed that the stable
temperature of offshore waters results in lower stress and a faster growth. In our study, the
performance in BP could be related to the water temperature, which never reached 20 °C. In
HAM, this threshold was exceeded for 19 days in Year 2 and 26 days in Year 3.

The seston availability (POM and chlorophyll-a) was higher in HAM than in BP and
varied throughout the season. Multivariate analyses demonstrated than all environmental and
trophic parameters contributed to site differentiation, with total heterotrophic bacteria and
POM concentrations having the highest contributions. Lagoons in this area have been
described as oligotrophic, with heterotrophic planktonic communities dominating the mussel
culture environment (Trottet et al., 2007) and representing the main mussel carbon intakes
(Trottet et al., 2008). In St. Peter’s Bay (southern Gulf of St. Lawrence), Sonier et al. (2016)
reported an averaged mussel retention efficiency of 20 % for pico-phytoplankton, and 60 %

for nano-phytoplankton. However, our results suggest food availability is not the main

65



parameter explaining mussel performance and productivity: HAM had higher pico- and
nano-phytoplankton concentrations than BP, but commercial performance of mussels was
lower in the lagoon site. According to Incze et al. (1980), variations in food availability in
thermally stressful conditions (> 20 °C) could lower mussel performance. Thus, potential
stressful temperatures in HAM could decrease the efficiency of food assimilation, hence
affecting growth and commercial performance, but more studies are necessary to clearly
demonstrate this phenomenon. Furthermore, we did not analyze the nutritive value or the
energy inputs, which could be different depending on culture conditions (Ogilvie et al., 2004;
Gallardi et al., 2017).

1.7.4  Stock-site productivity

In this study, we assessed the commercial productivity of nine stocks cultured at two
sites with very different conditions. To our knowledge, the assessment of net incomes
generated by different stock-site combinations and using the traditional techniques and
criteria of mussel producers has never been investigated. Capital expenses were not included
(buildings, boats, vehicles, working equipment, and land travel), nor were expenses related
to licences, taxes, insurance, and quality analyses since they are too variable and depend on
business governance. These need to be included by individual producers to obtain a true
industrial estimate. However, our assessments of productivity and incomes for each scenario
were standardized on spat supply from one long-line of collectors, so commercial
performance is related to characteristics of stock origin, their biological particularities,
density, size performance of the spat supply, grow-out site characteristics, size and mass at

harvest time, and production costs.

From the 17 stock-site combinations, five scenarios generated incomes higher than
$ 20 000, including four stocks cultivated in the BP offshore site (BHA-Yearl-Fall, HAM-
Yearl-Fall, BP-Year2-Fall, HAM-Year2-Spring) while only one (HAM-Yearl-Fall) showed

this high net income in HAM lagoon. Another interesting but slightly less productive
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combination (net income of $ 13 000) was the BHA-Yearl-Fall stock cultured in HAM. Our
data showed nine combinations that were not commercially attractive, with two negative
values. Globally, our results indicated that productivity and commercial performance were
better when stocks were cultivated in the deep offshore waters than in the shallow lagoon.
We hypothesize that the higher energetic investment in gamete production for mussels
growing in the offshore site, revealed by a higher gamete volume fraction in BP and earlier
spawning events in HAM, could be a factor favoring better commercial productivity in BP.
The potentially stressful temperature in HAM could also be a factor limiting mussel culture
performance in the lagoon. The best results were obtained with HAM-Year2-Spring grown
in BP. The high sock:collector ratio of this stock produced a large number of socks that
generated abundant harvests of commercial-sized mussels, leading to the highest commercial
performance in this study ($ 40 278 £ 3 414). The other stock from HAM (HAM-Year1-Fall)
produced the highest sock:collector ratio, but the commercial performance in BP was lower
and quite similar to HAM. Increased predation by sea stars on socks cultivated in BP in Year
2 and the less stressful thermal environment in HAM (shorter periods above 20 °C) in Year 3
could explain this pattern. Thus, our results suggest that mussel spat collected in HAM could
constitute an alternative strategy for local aquaculture, mostly due to its high supply of
commercial spat. In addition, our results showed that mussel culture at offshore sites was
more efficient. The higher productivity associated with the less stressful thermal conditions

in BP showed offshore mussel aquaculture to be a highly valuable strategy in this area.

BHA-Yearl-Fall cultivated in BP was the second-best scenario for generating high
income ($ 29 170 + 5 038). This stock is characterized by a greater amount of large spat for
sleeving and a higher mass of commercial sized mussels. However, spat collected in BHA
during fall (control) showed strong interannual variability, with commercial performance
fluctuating by two to three times in the two grow-out sites. Moreover, this stock was the only
one cultivated both years, confirming the importance of interannual variability affecting both
spat collection and on-site mussel cultivation. Interannual variability of spat collection has
been well documented in the Tles-de-la-Madeleine (Toupoint et al., 2012a; Cyr et al., 2015;
2016), specifically in BHA. Specific years like 2004, 2006, 2010, and 2019 were disastrous

67



for commercial supply in BHA lagoon, affecting dramatically further production (Bourque
et al., 2014). Our results clearly highlight the better performances of spat supply in BHA, but
also the potential important interannual commercial performance. Thus, we suggest that
interannual stability in mussel production in this area could be based on the use of different

scenarios, until five, generating important incomes.
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1.11 APPENDIXA

In fall 2002, mussel spat was collected in BHA following the procedure described in
the main text and suspended for 12 months at the two grow-out sites (lagoon HAM, open sea
BP). Different trends in environmental conditions were observed at the two grow-out sites,
with higher temperature, seston, and chlorophyll-a concentrations in HAM than in BP. Once
harvested, 300 adult mussels were placed in Vexar cages to monitor the reproductive
conditions at each grow-out site from late—May to late—September 2004. Every two weeks,
triplicate batches of 15 mussels were randomly sampled at each site and stored on ice. At the
laboratory, mussels were sectioned following the sagittal plane. One half of the mussel was
used for sex determination under microscope and the second half for histological analyses.
Within each triplicate sample, a section of mantle from four females was fixed in a
1G4F solution (1 % glutaraldehyde; 4 % formaldehyde) for 24 h and then transferred to
Davidson’s fixative for storage (Myrand et al., 2000). The tissue was embedded in paraffin
wax and four thick sections (5 mm) from the mantle were cut with hematoxylin and eosin.

Reproductive condition was assessed from three fields per section of each mussel using

69



stereological analysis (Lowe et al., 1982). The proportion of gametes per field (hereafter, the
gamete volume fraction, GVF) was measured using a compound microscope at a
magnification of 400x coupled to an image capture kit CoolSNAP-Pro cf Digital Kit™ 4.1
(Meyer Instruments Inc., Houston, TX, USA), as described by Pernet et al. (Pernet et al.,
2003). We performed a two-way ANOVA to compare variations in gametogenesis
information (GVF) according to the grow-out site (two fixed levels) and the sampling date

(nine fixed levels)

Gamete Volume Fraction (%)
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Figure 16. Variation of the gamete volume fraction (GVF) measured on mussels from BHA
and grown in HAM (dark gray) and BP (light gray), in 2004
Data are Mean + SE; n = 3 samples. Significant results of a two-way ANOVA are
presented. * = significant difference (p < 0.05) between two successive dates within each
grow-out site

Interaction effect of grow-out sites and sampling dates was observed on GVF
(Figure 16): values were higher in the BP offshore site (maximum value of 66 £ 5 %)
throughout the spawning seasons (until late—September) compared to the HAM lagoon site
(maximum value of 46 + 4 %). A significant decrease in GVF suggests spawning events, i.e.
oocytes release by mature females. In HAM, the spawning period ranged from mid—June to
early—August while it occurred later in BP and continued throughout August.
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CHAPITRE 2
SURVIE, CROISSANCE ET TENDANCES PHYSIOLOGIQUES DE STOCKS
DE MOULE BLEUE (MYTILUS EDULIS, L.):
ELEVAGE COTIER VS. ELEVAGE AU LARGE

Ce deuxiéme article, intitulé "Survival, growth and physiological trends of cultured
blue mussel (Mytilus edulis, L.) stocks : nearshore vs. offshore", fut corédigé par moi-méme,
le professeur Réjean Tremblay, la chercheuse Carole Cyr et le chercheur Nicolas Toupoint.
Les résultats de cette étude seront soumis pour publication dans la revue Aquaculture durant
I’automne 2021. En tant que premier auteur, ma contribution a ce travail fut I’essentiel de
I’¢état de I’art, le développement de la méthodologie, la collecte et le traitement des données
de terrain, les analyses en laboratoire, 1’analyse statistique et 1’interprétation des résultats,
ainsi que la rédaction de D’article. Carole Cyr, Nicolas Toupoint et R¢jean Tremblay ont
fourni 1’idée originale, mis en place le protocole expérimental et participé a la révision de
I’article. Nicolas Toupoint a contribué a la collecte des données sur le terrain. Plusieurs
éléments de cet article ont été présentés dans des communications orales, lors de
conférences : au congrées annuel de 1’Association Canadienne-Frangaise pour I’Avancement
des Sciences (ACFAS) a Montréal (Canada) en mai 2017, au congres annuel de 1’Association
Aquacole du Canada (AAC) a Halifax (Canada) en mai 2017 puis a la ville de Québec
(Canada) en mai 2018, et au collogue annuel du regroupement Ressources Aquatiques

Québec (RAQ), a la ville de Québec (Canada) en novembre 2017 puis en novembre 2018.



2.1 RESUME

L’aquaculture globale de bivalves marins est essentiellement pratiquée dans les milieux
cotiers. Considérant les contraintes sociales, environnementales, économiques ou encore
d’accés a la ressource d’élevage, la culture de moules au large semble constituer une stratégie
alternative encourageante pour le développement de 1’industrie conchylicole. De maniére
générale, il est admis que la productivité aquacole dépend des performances de survie et de
croissance, celles-ci pouvant varier largement d’un stock de naissain a 1’autre, méme lorsque
leur origine se trouve dans une méme échelle microgéographique. Nous avons suivi
I’évolution de la productivité de plusieurs stocks de naissain de moule bleue (Mytilus edulis)
d’origine voisine, au cours d’un cycle traditionnel d’élevage sur deux ans et dans deux sites
dont les conditions environnementales sont trés contrastées (en milieu lagunaire et en pleine
mer). Les moules collectées dans la lagune du bassin du Havre-Aubert (BHA) ont dévoilé les
meilleurs taux de survie (> 90 %) dans les deux sites de grossissement, alors que les autres
stocks ont connu une mortalité pouvant atteindre 60 %, dans les mémes conditions. Au
moment de la récupération du naissain, le stock du BHA a montré le plus fort niveau
d’expression génique pour I’enzyme catalase et la protéine chaperonne HSP70,
respectivement impliquées dans les défenses antioxydantes et la réponse au stress cellulaire.
Par ailleurs, les conditions du milieu offshore ont clairement amélioré les performances de
croissance, peu importe le stock de naissain utilisé. Cela s’est traduit aussi par des indices de
condition plus élevés, des contenus en lipides de réserve (triacylglycérol) plus importants et
des teneurs en glycogene globalement plus élevées, au terme du cycle de production. En fin
de compte, les conditions plus favorables de la pleine mer ont permis de démontrer
I’importance des facteurs environnementaux des sites de grossissement, notamment durant
la période estivale, pour prévoir les niveaux de productivité associés. Les tendances
observées en matiére de survie (+ 23 %) et de croissance (+ 27 %) soutiennent I'nypothese
que I’¢levage au large repreésente une stratégie de haute valeur pour le développement de

I’industrie mytilicole.

72



2.2 SURVIVAL, GROWTH AND PHYSIOLOGICAL TRENDS OF CULTURED BLUE MUSSEL
(MYTILUS EDULIS, L.) STOCKS: NEARSHORE VS. OFFSHORE
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2.3 ABSTRACT

Bivalve aquaculture has expanded worldwide in nearshore fields. Considering the
current social, environmental, economic, and resource constraints, the offshore mussel
cultivation seems to be an encouraging strategy to promote aquaculture development. Mussel
farming productivity is commonly assumed to depend on survival and growth performances,
which could be highly variable between spat stocks originating from different sites, even at
a microgeographical scale. Through a traditional two-year production cycle, we monitored
the productivity of neighbouring blue mussels (Mytilus edulis) spat stocks, cultivated in such
contrasted environments that are shallow lagoons and open sea sites. We demonstrated that
mussels collected in the nearshore Bassin du Havre-Aubert (BHA) lagoon exhibited the best
survival rate (>90 %) in both nearshore and offshore sites, while other stocks could
experiment mortality as large as 60 % in the same conditions. During spat recovery, the BHA
stock showed the higher gene expression level for catalase and HSP70, respectively involved
in antioxidant defences and the cellular stress response. Furthermore, the offshore conditions
clearly enhanced the overall growth performances whatever the stock origin, and that was
reflected by higher condition index, higher energetic lipids (triacylglycerol) and generally
higher glycogen contents in mussels at the end of the production cycle. In fact, more
favourable conditions in the open sea, particularly during summer, confirmed the importance
of site-related environmental factors for productivity performances. The observed survival
(+ 23 %) and growth (+ 27 %) trends support the hypothesis that offshore cultivation
represents a valuable strategy for mussel aquaculture development.

Keywords: Mytilus edulis, spat transfer, survival, growth, nearshore, offshore.
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2.4 INTRODUCTION

At the worldwide scale, the mussel farming was almost exclusively developed in
estuarine habitats and protected nearshore waters (Drapeau et al., 2006; Filgueira et al., 2016;
Weitzman et al., 2019), using off-bottom culture techniques through raft, pole and longline
systems (Hickman, 1992; Mascorda Cabre et al., 2021). However, nearshore cultures are
increasingly constrained by administrative procedures, space limitation and user conflicts
(Cheney et al., 2010; Langan, 2013; Lester et al., 2018; Galparsoro et al., 2020), climate
change and fluctuating environmental conditions (Filgueira et al., 2016; Steeves et al., 2018;
Mizuta et al., 2019), but also carrying capacity limits or other environmental concerns
(McKindsey et al., 2006, Cheney et al., 2010; Weitzman et al., 2019; Weitzman and
Filgueira, 2020) and the need for improving performance and productivity (Cheney et al.,
2010; Langan, 2013; Gallardi et al., 2017; Guillou et al., 2020). In a recent review, Mascorda
Cabre et al. (2021) argued that compared to nearshore environments, which tend to be
generally oligotrophic, offshore environments are mostly characterized by a better water
quality, good oxygen conditions but lower nutrients and primary productivity, hence highly
reduced exposure risks to toxic phytoplankton, diseases, parasites or terrigenous pollutants
and pesticides. The establishment of offshore suspended longline mussel farms has been
shown to be promising in different countries (Cheney et al., 2010; Langan, 2013; Gallardi et
al., 2017; Steeves et al., 2018; Mizuta et al., 2019; Mizuta and Wikfors, 2019; Weitzman et
al., 2019; Mascorda Cabre et al., 2021), like in the Tles-de-la-Madeleine archipelago (Gulf of
St. Lawrence, Québec, Canada) (Bourque and Myrand, 2014, Séguin-Heine et al., 2014;
Guillou et al., 2020).

For more than 25 years, blue mussel (Mytilus edulis, L. 1758) farming in Tles-de-la-
Madeleine has relied on wild spat supply from the small lagoon of Bassin du Havre-Aubert
(BHA). Spat is traditionally collected using artificial collector ropes, transferred and sleeved
in several local grow-out sites to complete the mussel farming production cycle. This specific
management strategy was justified by the better survival and growth performances

demonstrated by the BHA mussel spat, compared to closely other neighbouring stocks
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(<65 km between the most distant stocks) (Myrand and Gaudreault, 1995). This high
performance of BHA stock was related to its genetic characteristics, which provide specific
metabolic features, a better resistance to stressful conditions and a lower vulnerability to
summer mortality (Tremblay et al., 1998a; 1998b; 1998c; 1998d; Myrand et al., 2002; 2009a;
2009b).

Reciprocal "Stock-Site" spat transfer experiments, as well as common garden
approach, are reliable methods to test the genetic and environmental interactions by using
different stocks or populations, transplanted in multiple common grow-out sites (or bassin),
under naturally fluctuating (transplant experiment) or controlled (common garden)
environments (Kawecki and Ebert, 2004; Sanford and Kelly, 2011; Blanquart et al., 2013).
According to Hawkins and Bayne (1992), stock performance depends on genetic
heterogeneity of mussels, the intrinsic adaptive flexibility of individuals and the
environmental variability of grow-out sites. Therefore, stock-site designs determine if the
genetic variability remains stable through multiple combinations of stocks and/or sites, and
If the adaptive flexibility differently integrates environmental variations (Sanford and Kelly,
2011; Blanquart et al., 2013). We suggest that this method is a good way to identify the best
farming strategies to adopt. Many studies reported that productivity in farmed mussel species
were significantly affected by differential survival and growth performances, which are
mainly influenced by stock-related genetic variability and site-related environmental
variability, respectively (Dickie et al., 1984; Mallet et al., 1987a; 1987b; Mallet and Carver,
1989; Stirling and Okumus, 1994; Myrand and Gaudreault, 1995; Penney et al., 2006). To
our knowledge, few studies described the potential relationships between survival, growth,
physiological condition, gene expression and environmental variability in such a reciprocal
transfer experiments, particularly between nearshore and offshore sites. Protein, glycogen
and lipid contents play major roles in growth, reproduction and energy patterns of blue
mussels (Gabbot and Bayne, 1973; Bayne et al., 1975; Hawkins and Bayne, 1991; Okumus
and Stirling, 1998) and their characterization could be a good indicator of long-term
conditions (Clements et al., 2018). Genomic tools, like gene expression, can be useful to

explain metabolism and cellular stress patterns of bivalves and are mostly related to short-
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term responses (Saavedra and Bachére, 2006; Genard et al., 2012; Romero et al., 2012). The
complex life cycles of bivalves involve a set of several stages with carryover effects,
implying that consequences of performance variations at one life history stage (larvae or
juvenile) can "carry over" into significant effects on later stages (adults) (Podolsky and
Moran, 2006). As the strength of these effects is mediated by environmental or biological
contexts, the differential environmental conditions during larval, post-larval and juvenile
growth could impact the potential physiological performance at the adult stage. In fact, the
characterization of individual physiological conditions before a long-term reciprocal transfer

experiment could be very useful for the results interpretation.

Following the initial assessment of mussel performance by the BHA stocks 25 years
ago in the Tles-de-la-Madeleine archipelago (Myrand and Gaudreault, 1995) and considering
the evolution of oceanographic conditions due to global changes (Galbraith et al., 2020), we
test the hypothesis that a new pattern in survival and growth performances occurs between
mussels stocks from this area at a microgeographic scale. The latest would be supported by
a major smoothing of differentiation between BHA stock and the others due to 25 years of
annual spat transfer between sites or to a genotypic selection or phenotypic plasticity
experimented by other stocks in the context of climate change. Globally, the aim of the
present study was to characterize the differential performance of local mussel stocks at
microgeographic scale (<65 km) to contrasted nearshore and offshore environments.
Therefore, we applied a reciprocal spat transfer design to monitor the fluctuation of survival
and growth performances of 12 stock-site combinations, and assess their physiological
conditions at the beginning (genomic expression of particular genes from different functions
combined to their energetic status) and at the end (energetic status) of the experiment, in
order to study the long-term impact of environmental conditions on adult mussels. Results
are discussed in the light of a companion research work dealing with the commercial spat

performance evaluated at the end of the industrial productivity cycle (Guillou et al., 2020).
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25 MATERIALS AND METHODS

2.5.1 Experimental design

This study compares the survival and growth performances of different mussel stocks
farmed through a traditional two-year production cycle in the Tles-de-la-Madeleine
archipelago, southern Gulf of St. Lawrence, Canada (Figure 17). The nearshore spat stocks
were collected from two sites, the lagoons of Bassin du Havre-Aubert (BHA) and Havre-
aux-Maisons (HAM) and the offshore one from the open sea, in the Baie de Plaisance (BP).
In May—July 2015, when the first competent eyed larvae were observed in the water column
(Cyr et al., 2016), 10 artificial collectors (1 m long propylene ropes) were submerged on
long-line structures at 3 and 10 m depth below the surface, in lagoons (BHA and HAM) and
the open sea (BP), respectively. Five collectors were harvested in fall 2015 (4-6 month-old
spat) and five in spring 2016 (10-12 month-old spat), thus providing six stocks characterized
by their origin (BHA, HAM and BP) and recovery season (Fall and Spring). The BHA stock
collected in the fall, as classically done by local farmers, was considered as control. Every
collected stocks in fall (size >6 mm) were randomly divided into two groups of spat,
distributed in pearl-nets (4.5 mm mesh size; density of about 350 mussels per net) and
suspended near the others artificial collectors, respectively in both HAM and BP sites, in
order to start the transplant conditioning of stocks. In May 2016, all pearl-nets and remained
collectors were sampled. For each stock, six replicates of 50 spat (size >20 mm) with
undamaged shells were transferred in six numbered vexar cages (9 mm mesh size; 6.9 L
volume size; Myrand and Gaudreault, 1995) suspended on long-lines, at 3 m (HAM) and
10 m (BP) below the surface, thus providing triplicate cages for 12 stock-site combinations.
Cages were monthly monitored from May to November 2016 (period called summer) to
assess survival and growth (um d*) rates by measuring and counting every lived mussel.
Long-lines were overwintered from December 2016 to May 2017 (period called winter), as
classically done by mussel farmers, to avoid the ice cover and a final sampling was performed
in May 2017 (22—-24 month-old spat). Condition index (ClI, in %) (1) was assessed for each

stock-site combination at the end of the experiment on 12 mussels randomly selected in each
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cage, using Mt and Ms, respectively the masses of tissues and shell after 72 h at 70 °C,

according to the formula given in Walne (1976) :

80°w 70°W

Cl =Mt * 100/ Ms
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Figure 17. Map of the study area in the Tles-de-la-Madeleine archipelago (southern Gulf of
St. Lawrence, Canada) and location of mussel stocks and grow-out sites used for
the two-year production cycle

2.5.2

Gene expression measurements

Relative gene expression analyses were performed on the spat originating from the

three stocks collected in the fall (BHA, HAM and BP) to characterize their initial condition.

For each stock, 12 individuals (~ 20 mm long) were randomly sampled on collectors and

immediately stored at -80 °C. On the day of dissection, mantle tissue of each individual was
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maintained frozen using successive immersions in liquid nitrogen (5-10 min at —196 °C)
until the end of cDNA extraction. Tissue samples were grinded into a fine powder with
vibrational mixer mill Retsch MM400 (Retsch GmbH, Haan, Germany) during 3 min at
30 Hz. Total RNA was extracted from 30 mg of tissue powder using the EZNA® Mollusc
RNA kit (Omega Bio-tek Inc., Norcross, GA, USA). The extracted RNA was reverse
transcribed using the Quantitect® Reverse Transcription kit (Qiagen Inc., Hilden, Germany).
The obtained complementary DNA (cDNA) was diluted to a final concentration of 2 ng L
L and kept frozen at —20 °C until further analysis. Concentrations, RNA purity and cDNA
integrity were estimated using 260/280 nm absorbance ratio, measured by a NanoVue Plus
spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA) and validated
when values ranged from 1.6 to 2.0. Finally, a real-time quantitative polymerase chain
reaction (RT-gPCR) was performed in triplicate for each cDNA sample using a Fast SYBR®
Green Master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and a 7300 Real-Time PCR
system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The total volume reaction was 20 uL
with 8 uLL of cDNA (1/100 dilution), 1 uL of gene-specific primers (200 nM) and 10 pL of
Fast SYBR® Green. The relative level of target gene expression was based on a comparative
method (Pfaffl, 2001; Pfaffl et al., 2004). Threshold value (Ct) corresponds to the number of
cycles at which the fluorescence curve entered exponential phase. For each gene amplified,
Ct values were automatically calculated on the log curve and averaged for each triplicate,
and then for each stock. Relative expression R (2) was calculated according to the following
equation (Pfaffl, 2001) :

R = (Etarget)Ct.target(cal)—Ct.target(spl) / (Eref)Ct.ref(cal)—Ct.ref(spl) (2)

Ct.target and Ct.ref are the respective Ct values for each target and reference genes.
We used the ribosomal 18s (18S) as a reference gene (see Table 5) due to its known
characteristics as a marker for PCR analysis (Chenuil, 2006; Meyer et al., 2010). Ct(cal) and
Ct(spl) are respectively referring to the "calibration" spat stock (BHA) and the "sample"

analyzed spat stocks (HAM or BP). Mussels from control stock of BHA were used as relative
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reference to calibrate all gene expression results, due to their performance features previously
demonstrated (Tremblay et al., 1998a; 1998b; 1998c; 1998d; Myrand et al., 2000; 2002).
Ewrget and Erer are PCR amplification efficiency (Eff) of target and reference genes,
respectively. Eff values (3) were calculated for each gene using a serial dilution of cDNA (5-

log standard curve), according to the following equation (Rasmussen, 2001):

Eff = 10(-1/slope) -1 (3)

The slope was obtained from a log standard curve analysis with Ct values as a function
of the cDNA concentration used in the serial dilution. The acceptable range for RT-gPCR
efficiency using a 5-log standard curve was 90-110 %, i.e. a slope between -3.1 and —3.6
(Pfaffl, 2004; Kubista et al., 2006). This criterion was verified for every gene presented in
this study.

Oligonucleotide primer sequences used to amplify specific gene products are shown in
(Table 5). The expression of these genes reflects the response of each spat individual to the
environmental conditions at each sampling sites. These genes, specifics to M. edulis,
represent the physiological function of the associated enzymes encoded. Actin (Actin) is a
cytoskeletal protein acting for cell regulation (mobility, structure and integrity of cells). ATP
synthase B subunit (AS-b) is a membrane-bound enzyme acting in ions transport complexes
and ATP synthesis/hydrolysis. Heat shock protein 70 (HSP70) is a chaperone protein
preventing cell degradation processes during thermal stress. Catalase (CAT) and Superoxyde

dismutase (SOD) are enzymes involved in antioxidant defences.
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Table 5.  Details of genes and their oligonucleotide primer sequences used in the quantitative real-time polymerase chain
reaction (RT—gPCR) relative expression analysis

Forward (5'-3') and

Genes Label GenBank Function AR
reverse (5'-3') primers
Actin protein Actin  AB257134.1 Cytoskeletal protein AGCAGGAAATGTCAACCGCC
(cell motility, structure and integrity) TGATAACCTGTCCATCGGGC
ATP synthase beta subunit AS-b  AY580269.1 Energy metabolism GCTCCAGCTACAACATTCGC
(electron chain transport complex V) CCCAACTCAGCAATACCACG
Heat shock protein 70 HSP70 AF172607.1 Chaperone protein GTGCTGTCCGACGACTTAGA
(cytoprotection to heat stress and toxic chemicals) ACCTGGCTCTTGTGATGCTT
Catalase CAT  AY580271.1 Antioxidant defences GACCAGAGACAACCCACCAG
(decomposition of hydrogen peroxide) CCATCAGGAGTTCCACGGTC
Superoxide dismutase SOD AJ581746.1 Antioxidant defences GCAATACTGGGGGTCGTCTG
(dismutation of superoxide radical) TGGCTTCGTGTTCTTATGTGC
Ribosomial protein 18s 18S L33448.1 Putative housekeeping gene CGGCGACGTATCTTTCAAAT

CTTGGATGTGGTAGCCGTTT




2.5.3  Energetic status

Randomly, 15 spat (~20 mm long) were sampled from each origin (BHA, HAM, BP)
in fall or spring and immediately stored at —80 °C. Similarly, 15 adults were sampled from
each of the 12 stock-site combinations at the end of the experiment. Individual morphometric
parameters (length, width and total weight) were measured, then frozen total tissues of three
randomly pooled individuals were grinded into a fine powder as already described. The
homogenate was subdivided into three weighted sub-samples, with one used commonly for
protein and glycogen, the other for lipids and the last for dry mass (72 hours at 70 °C)

analyses.

Protein and glycogen contents (mg per gram of dry tissue) were assayed by
spectrophotometry using a SpectraMax 190 microplate reader (Molecular Device LLC., San
Jose, CA, USA). Protein concentrations were measured by the Bio-Rad protein assay based
on the colorimetric method of Bradford (1976) using acidic dye reagent (Protein Assay Kit,
Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and reading at 595 nm. Glucose and glycogen concentrations
were analyzed by following the amyloglucosidase digestion method of Carr and Neff (1984),
using hexokinase (Glucose HK assay kit, Sigma-Aldrich Co. LLC, Saint-Louis, MO, USA)

for quantitative enzymatic determination of glucose.

Lipids were extracted using dichloromethane/methanol (2/1, v/v) and following the
modified Folch et al. (1957) procedure and lipid classes separated and determined as
described by Parrish (1987; 1999), through a thin-layer chromatography latroscan Mark—V |
(latron Laboratories Inc., Tokyo, Japan) using silica gel-coated S—V chromarods (Shell-USA,
Fredericksburg, VA, USA).The chromatograms were analyzed with the integration software
Peak Simple version 3.29 (SRI instruments, Earl St.-Torrance, CA, USA) and each detected
class — wax and sterol esters (SE-WE), ketones (KET), triacylglycerols (TAG), free fatty
acids (FFA), alcohols (ALC), sterols (ST), acetone mobile polar lipids (AMPL), and total
phospholipids (PL) — were quantified using calibration curves obtained from scans of lipid
class standards (Sigma-Aldrich Co. LLC, Saint-Louis, MO, USA,; Parrish, 1987; 1999). Total
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lipid content (mg per gram of dry tissue) represented the sum of all lipid classes’

concentration (Parrish 2013).

Finally, protein (C.prot), glycogen (C.glyc) and lipid (C.lip) concentrations were used
to determine the total energy content E (4), representing the overall energy (kJ per gram of
dry tissue) contained in the various organic compounds of sampled mussels, using the

conversion factor of Gnaiger (1983):

E =(24.0 * C.prot) + (17.5 * C.glyc) + (39.5 * C.lip) / 1000 (4)

2.5.4  Temperature and trophic parameters

At each sampling date, temperature and trophic parameters were measured in each
grow-out site, as described in Guillou et al. (2020). Seawater samples dedicated for
planktonic group composition were analyzed using an Epics Altra flow cytometer (Beckman
Coulter Inc., Fullerton, CA, USA) as described in Belzile et al. (2008) and Tremblay et al.
(2009) for the enumeration of the relative pico (0.2—-2 um) and nano (2-20 um) eukaryotes

and cyanobacteria as well as total heterotrophic bacteria.

2.5.5  Statistical analysis

A series of one-way analyses of variance (ANOVAS) were performed to study the
effect of spat origins (three fixed levels, BHA, HAM and BP) on gene expression of stocks
collected in fall 2015. Another series of one-way ANOVAs was used to investigate the effect
of spat origins (three fixed levels) on size and energetic status, i.e. protein, glycogen, lipid
and total energy contents, as well as for lipid class contents (TAG, ST, AMPL and PL), for
each season of spat recovery. ANOVAs were conducted separately for fall and spring seasons
since both spat groups were not independent, as they came from the same spawning events.

At the end of the two-year production cycle, a series of two-way ANOVAs was completed
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to test the effects of stocks farmed (six fixed levels, as already described) and grow-out sites
(two fixed levels, HAM and BP) on productivity variables, i.e. survival rates at harvest,
summer and winter growth rates, condition index at harvest and energetic status, i.e. protein,
glycogen, lipids, total energy, and lipid class contents. Normality and homoscedasticity were
tested with Kolmogorov-Smirnov and Levene tests, respectively, and data were log
transformed when assumptions were not validated, except for percentage data, which were
arcsine square root transformed (Sokal and Rohlf, 1995). When significance occurred, Tukey

HSD post-hoc tests were conducted to determine pairwise differences.

A series of forward stepwise multiple regression models was computed to explain the
contribution of temperature and trophic variables (six parameters, 13 dates) on variation of
summer growth (six dates) and mortality (six dates) rates within each stock-site
(12 combinations) cultured. Orthogonality among independent variables and their
collinearity with dependent variables were measured using variance inflation factors (VIFs).
Parameters selected in our regression models were all significant. The R software v. 4.0.3
(R Development Core Team, 2020) was used for statistical analyses, with a significant
threshold of a = 0.05.

26 RESULTS

2.6.1 Initial conditions of spat stocks

Relatively to the control stock (BHA), the stock origin of the spat collected in fall
affected the gene expression, except for the actin protein (Actin) (Figure 18). Globally, the
levels expressed for ATP synthase (AS-b), superoxide dismutase (SOD), heat shock
protein 70 (HSP70) and catalase (CAT) always exhibited the lowest value in mussels coming
from the offshore BP stock. Specifically, the metabolic activity associated with AS-b gene
expression was 2.9 times higher on spat recovered in HAM than those from BP
(F2,33) = 2.83; p=0.001) but without any differences relatively to BHA, like for the
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oxidative stress response related by SOD gene expression, showing values 3.8 times higher
in HAM that in BP (F33) = 3.85; p =0.032). For the other gene involved in antioxidant
defences (CAT), the only difference observed was between BHA and BP stocks showing
values 4.4 times higher in the control stock (F(233) =5.37; p =0.009). A similar trend was
observed for cellular stress response related to as HSP70 with values 1.8 times higher for
spat from BHA comparatively to BP (F(2:33) = 5.04; p = 0.012).

Relative genes expression
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Figure 18. Relative expression of five genes in mussels from three spat stocks collected
traditionally on artificial collectors (November 2015) in the Tles-de-la-Madeleine
The dotted horizontal line indicated the relative gene expression in the reference group
(BHA). Data are Mean + SE; n =12 spat. BHA, HAM, and BP = spat origin. Actin =
Actin protein. AS-b = ATP synthase beta subunit. HSP70 = Heat shock protein 70.
CAT = Catalase. SOD = Superoxide dismutase. For each gene, letters indicate
differences (p < 0.05) among stocks

The other characterization of spat condition was realized in all six stocks (Table 6).
The size of spat was always higher in BHA than in HAM or BP, for both seasons (fall:
F(2, 42) = 28.78; p < 0.001 and spring: F(2, 42) = 16.65; p < 0.001), with BP stock showing
a lower size in the fall only. Differences of energetic status between stocks’ origins, only
occurred in the fall for protein, glycogen, lipid, total energy and triacylglycerol (TAG)
contents, with lower values in spat originating from BHA. For lipid classes, only TAG,
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Table 6.  Initial conditions of mussel spat stocks collected in November (Fall 2015) and the following May (Spring 2016)
Data are Mean + SE; n = 15 spat for the size, and n =5 pooled groups of 3 spat for the energetic reserves. BHA, HAM, and

BP = spat origin. TAG = Triacylglycerols. ST = Cholesterols. AMPL = Acetone mobil polar lipids. PL = Phospholipids.
Results (p-value) of one-way ANOVAs are presented. Bold results indicate significant effect and letters indicate significant
differences (p < 0.05) among stocks, within each season of spat recovery

FALL 2015 SPRING 2016
BHA HAM BP p-value BHA HAM BP p-value

+

0.7° 343 + 0.6° <0.001

I+

0.4° <0.001 401 + 0.9% 344

I+

Size (mm) 315 + 0.9% 27.0 + 0.6° 23.0

Protein content (mg.g?) 31.2 + 0.9° 36.0 + 1.1 329 + 14® 0,031 348 + 13 319 + 1.7 301 + 20 0.176
Glycogen content (mg.g™?) 16.4 + 1.0° 21.9 + 14% 209 + 1.4 0.016 207 £+ 06 208 + 12 198 = 1.7 0.822
Lipid content (mg.g?) 505 + 4.0° 63.6 + 2.3 768 + 7.0° 0.008 730 £ 106 727 + 64 942 = 44 0111
Total energy content (kJ.g) 3.1 + 02° 37 + 0.1® 42 + 032 0.008 41 + 05 40 + 03 48 + 02 0.205
TAG content (mg.g?) 42 + 04° 55 + 0.9° 194 + 54* 0.008 240 + 75 193 + 51 298 + 2.0 0.402

ST content (mg.g') 43 + 02 46 + 03 53 + 06  0.226 43 + 08 45 + 05 47 + 02 0.908

AMPL content (mg.g?!) 6.2 + 03 6.8 * 08 6.1 £ 0.3 0.634 50 £ 05 47 £+ 04 44 = 01 0.548

PL content (mg.g?) 20.1 + 15 242 + 10 195 + 2.8 0.210 223 + 33 246 = 14 222 £ 16 0.691




phospholipids (PL), sterols (ST) and acetone-mobile polar lipids (AMPL) were presented
(Table 6), as they represented around 70 % of the whole lipid content. TAG content was
significantly higher in offshore spat (BP) when compared to both BHA and HAM stocks
(Fe,12) = 7.29; p = 0.008), with 4.6 and 3.5 higher values, respectively. This strong difference
is reflected by those observed for total lipid content (F(2,12) = 7.54; p = 0.008) and total energy
content (F,12) = 7.32; p = 0.008).

2.6.2  Energetic status at harvest

The two-way ANOVAs showed stock x site interaction effects on protein
(Fi48) = 3.12; p = 0.016), glycogen (F(5,48) = 4.02; p = 0.004) and lipids
(F,40) = 2.61; p = 0.039) concentration, as for the total energy (F.40) = 2.63; p =0.038)
contents of mussels at the end of the experiment (Figure 19a, b, c, d). Generally, we observed
a trend with higher values in mussel stocks cultivated in the offshore site (BP), but differences
were not observed for all stocks compared. The majority of stocks showed a glycogen content
weaker in lagoon than in offshore (mean of all stocks of 5.7 +0.7 and 9.5+ 0.4 mg g*,
respectively), especially because of the different contents in lagoon site (HAM) between spat
stocks collected in fall (4.3 +0.4 mg g*) and those collected in spring (7.2 + 0.8 mg g™?)
(Figure 19b). In each case, protein, glycogen and lipid contents of the control stock "BHA-
F" were higher in BP than in HAM. The trend of higher values in offshore (BP) cultivated
mussels was stronger for TAG concentration, showing a systematic cultivated site effect
(F,40) = 23.33; p < 0.001). TAG represented near 50 % of total lipids and showed content
values around 50 % higher in adult mussels cultivated offshore (Figure 19¢). For other lipid
classes, analysis showed stock x site interaction effects on ST (F40) =4.27; p =0.003)
(Figure 19f), AMPL (F40)=4.03; p=0.005) (Figure19g), and PL (Fpu40) = 17.74;
p =0.003) (Figure 19h) contents, without a clear pattern, except for AMPL where the value

seemed generally higher in mussels cultivated in nearshore sites (HAM).

88



HAM

a. Protein content (mg.g")

40 + . abc abe abe - abe
30 +
20 1
10 +
0 T T 1 T T 1
b. Glycogen content (mg.g”) .
12 1 2 4 & !
abc  abe abc
81 w bed
i d d
! |_x—‘ ’_I—I ’—I—‘ |_}‘ 3
0 1T 1 T T 1 0
¢. Lipid content (mg.g™")
150 12
120 1 ab ab ab ab
o0 4 b b
6
60 T
30 1 3
0 T 1 T T 1 0

d. Total energy content (kJ.g™")

Figure 19. Energetic status in mussels from the six spat stocks grown in suspended cages
and harvested after a two-year production cycle at the nearshore HAM
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(a) Protein, (b) glycogen, (c) lipid, (d) overall energy contents, and major lipid class
profiles of stocks: (e) TAG, (f) ST, (g) AMPL, and (h) PL contents. Data are Mean * SE;
n =3 to 5 pooled groups of 3 mussels. BHA, HAM, and BP = spat origin. F and S = fall
TAG = Triacylglycerols. ST = Cholesterols.
AMPL = Acetone mobil polar lipids. PL = Phospholipids. Letters indicate significant
differences (p <0.05) among stocks-site combinations. Asterisk represents a highly

and spring spat collector recovery.

significant (p < 0.001) site effect
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2.6.3  Productivity performances in cage

At the end of the two-year production cycle, stock x site interactions (p < 0.001) were
observed for every parameter, i.e. survival (Fs.24)=7.85), growth (Fs24)=23.81) and
condition index (Fs24) = 6.31), thus characterizing the productivity performances of each
monitored combination (Figure 20). The BHA stocks were the only to exhibit elevate
survival rates > 90 % at the end of the experiment, whatever the season of spat recovery (Fall
or Spring) or the grow-out site (HAM or BP) (Figure 20a). The HAM-Fall and BP-Fall were
the two other stocks that reveal a similar survival performance when cultivated in the offshore
BP site, whereas they exhibited 55 - 68 % survival rates in the nearshore HAM site. The
HAM-Spring and BP-Spring were the less performant stocks for survival in both growing
sites, with still superior values in BP than in HAM (78 vs 59 % and 61 vs 41 %, respectively).
Mortality events appeared mostly between June and September, which represented 78 %
(HAM) and 73 % (BP) of the total mortality experienced by mussels during their grow-out.
The overall mean growth rates (Figure 20b) suggested that the offshore grow-out site (BP)
was the most advantageous site for growth during the summer period, with an increase of
27 % in the overall rate in BP (103.6 + 4.3 um d) compared to HAM (81.6 + 6.6 pm d™?).
Spat stocks exhibited higher summer growth rates in BP, but the BHA-Fall stock (control)
demonstrated similar performance whatever the growing site. In the offshore site (BP), the
BHA stocks (Fall and Spring) showed the lowest growth rates, with a difference of about
10 um d* when compared to the others. Conversely, in the nearshore site (HAM) the control
stock exhibited the highest growth rates with two other stocks (HAM-Fall and HAM-Spring),
reaching values > 88 um d* against < 75 um d* for the others. The growth rate classically
decreased in the winter period (Figure 20b), by a factor of 2.3 in nearshore and 5.6 in
offshore, suggesting that HAM was the most profitable site for overwintering, with a lower
global average rate in BP than in HAM (18.4 + 3.6 vs 35.1 + 1.2 um d). Differential growth
rates between stocks occurred only in the offshore cultivated site (BP), and specifically for
endemic stocks (both BP-Fall and BP-Spring), which exhibited twice higher growth rates in
the winter, when compared to other stocks. The condition indexes (Cl) assessed at the harvest
period (May) showed slight differences between stocks in nearshore site but not in offshore
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Figure 20. Performance of the six spat stocks harvested after a two-year production cycle in
the nearshore HAM (left side) and offshore BP (right side) sites
(a) 12 months monitoring of survival rates of spat collected in fall (empty symbols) and
spring (solid symbols, (b) growth rates assessment during the summer (plain bars) and
winter (stippled bars) periods, and (c) condition indexes at harvest time. Data are
Mean £ SE; n = 3 cages of 50 mussels for survival and growth rate, and n = 35 mussels
for condition index. BHA, HAM, and BP = spat origins. BHA, Bassin du Havre-Aubert;
HAM, Havre-aux-Maisons; BP, Baie de Plaisance. F and S = fall and spring seasons for
spat collector recovery. Letters indicate significant differences (p < 0.05) among stocks-
site combinations, and capital forms distinguish two series of analysis
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site (Figure 20c). However, the main trend revealed that overall mean Cl was two times
higher in BP than in HAM (41 + 1 vs 22 £ 1 %).

2.6.4  Performances and environmental conditions

As described in the results from the companion paper (Guillou et al., 2020 for details),
the nearshore HAM and offshore BP sites showed strong differences in their environmental
conditions from May to November 2016 (year 3 of the study). The seawater never reached
19 °C in BP but exceeded 20 °C for 26 days in HAM, including two heat waves of 294 hours
(from July 27" to August 08™") and 60 hours (August 21 — 23') consecutively above 20 °C,
and a maximal value of 22.3 °C. A similar trend was observed with trophic variables, as
particulate organic matter (POM), chlorophyll-a, phytoplanktonic pico and nano-eukaryotes,
and bacteria (including cyanobacteria) concentrations were 3 to 10 times higher in the
nearshore site (HAM).

The regression models performed with summer growth rates showed different trends
between nearshore and offshore sites (Table 7a). In HAM grow-out site, contributing factors
were trophic parameters, explaining from 44 to 92 % of growth variability between stocks
origin. Concerning BHA stocks (Fall or Spring), the summer growth rate was mainly related
by total heterotrophic bacteria and pico-cyanobacteria. For the other stocks, eukaryotes (pico
and nano) concentration highly influenced the growth rate, with contributions ranging from
44 (BP-Spring) to 86 % (HAM-Spring). Pico-eukaryotes alone explained 62 - 68 % of
summer growth rate variability of HAM stocks (Fall and Spring). In the offshore site (BP),
contributing factors explained from 62 to 95 % of the summer growth rates variation,
depending on the stocks, but did not necessarily relate with trophic variables. Except for the
control stock (BHA-Fall), the thermal factor was always related to the growth rate variation
of spat stocks in BP (contribution from 8 to 35 %), even being the most influent parameter
for the BHA-Spring stock. In terms of trophic parameter, pico-cyanobacteria and eukaryotes

(pico and nano) were the main contributing factors for mussel spat summer growth rates.
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Table 7. Results of the forward stepwise multiple regression analyses performed to explain the contribution of six variables

(13 dates, n = per date) on the variation of summer growth and mortality rates in HAM and BP sites
(a) Summer growth rates, and (b) summer mortality rates (6 dates; n = 3 per date) of the six spat stocks cultivated in HAM
and BP grow-out sites. BHA, HAM, and BP = spat origins. BHA, Bassin du Havre-Aubert; HAM, Havre-aux-Maisons; BP,
Baie de Plaisance. Fall and Spring = seasons of spat recovery. Tempera = Temperature; picoCyano = Pico-cyanobacteria;
nanoCyano = Nano-cyanobacteria;  picoEuka = Pico-eukaryotes;  nanoEuka = Nano-eukaryotes,  totalBacto = Total

heterotrophic bacteria
SITE STOCK Variable contribution (partial R?) p-value R? adj.R? intercept slope resid.SE
a) GROWTH RATES
HAM  BHA.Fall total.Bacto (32.9%) + nano.Cyano (15.4%) + pico.Cyano (12.7%) 0004 060 053 -1158 840 253
HAM.Fall pico.Euka (61.7%) + nano.Euka (23.6%) + total.Bacto (6.9%) <0.001 0.92 0.90 -395 37.7 9.6
BP.Fall nano.Euka (39.8%) + nano.Cyano (27.1%) + pico.Euka (18.1%) + total.Bacto (5.4%) <0.001 090 0.87 -1372 94.3 17.1
BHA.Spring total.Bacto (41.6%) + pico.Cyano (26.0%) <0.001 0.68 0.63 -490 29.9 14.8
HAM.Spring pico.Euka (67.6%) + nano.Euka (18.6%) + total.Bacto (1.1%) <0.001 0.87 0.84 -1034 78.5 16.1
BP.Spring pico.Euka (44.0%) 0.003 044 041 -212 25.7 23.6
BP  BHAFall nano.Cyano (72.5%) <0001 073 0.71 94 1388 88
HAM.Fall  pico.Cyano (60.6%) + Tempera (18.4%) + pico.Euka (8.9%) + nano.Cyano (3.8%) + total.Bacto (2.7%) <0.001 0.94 0.92 -413.7 1107 5.4
BP.Fall pico.Cyano (53.8%) + Tempera (8.1%) <0.001 0.62 0.57 -15.1 93.6 14.9
BHA.Spring  Tempera (35.3%) + pico.Euka (28.4%) + nano.Cyano (13.5%) + pico.Cyano (8.0%) + total.Bacto(2.1%) <0.001 0.87 0.82 -5556.2 771 75
HAM.Spring pico.Cyano (35.5%) + nano.Euka (23.9% + Tempera (22.2% ) + total.Bacto (8.3%) <0.001 0.90 0.87 -758.1  167.7 75
BP.Spring nano.Euka (74.5%) + Tempera (11.7%) + pico.Cyano (4.9%) <0.001 091 0.89 -5704 1378  10.7
b) MORTALITY RATES

HAM  BHA Fall total.Bacto (58.5%) <0001 059 056 -0.372 003 001
HAM.Fall pico.Cyano (33.4%) 0.019 033 0.29 -0.157  0.02 0.04
BP.Fall total.Bacto (31.6%) 0023 032 027 0863 -005 004
BHA.Spring pico.Cyano (27.8%) 0.025 028 0.23 -0.035  0.01 0.01
HAM.Spring pico.Cyano (55.9%) <0001 056 053 -0426 005 0.05
BP.Spring total.Bacto (36.3%) + nano.Euka (16.5%) + Tempera (15.9%) <0.001 0.69 0.62 3.093 -0.06 0.05




The regression models computed on summer mortality rates provided results only for
stocks cultivated in HAM site (Table 7b), as the weak variation observed in monthly mortality
of the majority of stocks cultured in BP site implied no significant patterns with thermal and
trophic parameters. Except for the BP-Spring stock, for which three factors were identified
(including temperature), the variation of spat stocks summer survival in HAM was explained
(from 28 to 59 %) by only one factor for every other stock, i.e. pico-cyanobacteria for HAM
(Fall and Spring) and BHA-Spring, and total heterotrophic bacteria for BHA-Fall and BP-Fall.

2.7 DiscussioN

Performances of mussel stocks observed at microgeophraphical scale by Myrand and
Gaudreault (1995) were not modified by large stock transfers induced by mussel farming
practices for 25 years. Thus, despite the yearly transfer of spat originating from BHA in
cultivated nearshore HAM and offshore BP sites, the higher performance this stock is
maintained since the first observation noted in 1995, particularly during summer conditions.
Like in many mussels spat transfer studies (e.g. Dickie et al., 1984; Mallet and Carver, 1989;
Stirling and Okumus, 1994; Penney et al., 2006), we observed survival performance influenced
by stock-related variability comparatively to growth performance mostly influenced by site-
related environmental variability. However, survival appeared to be dependent on summer
environmental conditions, especially in case of stressful conditions. Higher growth
performance was observed for all stocks in offshore (open sea) comparatively to nearshore
(lagoon) grow-out sites. The farming conditions in the lagoon site imposed specific metabolic
requirements for mussels and impacted their energetic reserves and reproduction features, as
generally observed with lower energetic lipid and glycogen contents for several stocks at the
end of the experiment. This higher metabolic demand in nearshore site affected both survival
and growth performances as well as their commercial productivity (Guillou et al., 2020). The
better performance of BHA stocks is maintained for more than two decades and appeared to
be more related to the juvenile stage than to the adult physiological and growth performances.
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2.7.1  Productivity performances

Survival rates assessed in the nearshore site confirmed that BHA spat remains the
highest-performing stock for commercial supply. Following first observation by Myrand and
Gaudreault (1995), several studies demonstrated that the higher survival of BHA stocks in
stressful conditions was related to some genetic characteristics, providing lower metabolic
needs and more energy available to resist to summer mortality, in turn related to reproductive
investment and high temperature (Tremblay et al., 1998a; 1998b; 1998c; 1998d; Myrand et
al., 2000; 2002; 2009a; 2009b). The genomic results obtained in this study seemed to confirm
the potential genetic differentiation of BHA stocks. The gene expression of mussels at the
moment of spat collection in the fall, when the environmental conditions between sites were
similar (Guillou et al., 2020), showed higher expression levels for catalase and heat-shock
protein (HSP70), respectively traducing higher potential in antioxidant defences and cellular
stress response. That could explain why BHA spat could be more adapted to survive in
thermal stressful condition, like observed in summer, and particularly in the nearshore lagoon
site. Indeed, the antioxidant defence is a very important mechanism, protecting the cell from
oxidative damage by reactive oxygen species (ROS), mostly produced during the high
metabolism demand related to heat stress in bivalves (Samain et al., 2007; Rahman et al.,
2019). The synthesis of HSP70 is a major mechanism of stress tolerance, considerably
contributing to the cellular energy demand (Chapple et al., 1998; Brokordt et al., 2015). Thus,
BHA stocks with lower metabolic demand (Myrand et al., 2002) could have more energy to
invest in HSP production during thermal stress condition. In addition, the BHA spat collected
in fall also showed higher size, but to the detriment of the triacylglycerol (TAG) energetic
lipid class, the total lipid content and the total available energy. However, this lower energetic
status at the moment of the transfer from the original location of spat to the grow-out sites
had no impact on survival rates of this stock, as the total mortality observed one year later

was one of the lower, and never exceeded 10 %.
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As reported in the companion paper (Guillou et al., 2020), the offshore site (BP)
brought better thermal conditions but lesser food availability than the nearshore site (HAM)
during summer. This could highlight the effect of site-related environmental conditions on
survival variability, and explain why two non-performant stocks (HAM-Fall and BP-Fall) in
the nearshore site appeared to be performant in the offshore site. In addition, all spat stocks
originating from HAM and BP improved over 20 % of their final survival rates when
cultivated in the offshore site. The timing of mortality events indicated that this phenomenon
was related to summer environmental conditions. Nutritive stress has been demonstrated to
be more involved in trade-offs related to metabolism and growth capacity (Gabbott and
Bayne, 1973; Bayne, 2004), but thermal stress is mostly associated with energy investment

trade-off for reproduction and resistance to mortality (Petes et al., 2008).

Energetic trade-offs in suitable environment induced differential Kkinetic of
gametogenesis and delayed spawn in order to maintain available energy to survive to the
maximum temperature period (Myrand et al., 2000; Fearman and Moltschaniwskyj, 2010;
Seguin-Heine et al., 2014; Guillou et al., 2020). In the nearshore site (HAM), stressful
thermal conditions occur synchronously with the energetically depleted state of mussels
induced by spawning, thus potentially generate massive mortality events (Tremblay et al.,
1998d; Myrand et al., 2000). This pattern does not seem to occur in the offshore BP site,
stimulating higher survival rates and condition indexes, as reflected by a better commercial
performance (Guillou et al., 2020). Surprisingly, the regression models did not support the
importance of temperature to explain the mortality variation in the nearshore site, excepted
for BP-spring stock, which appeared to be less performant stock in both sites. That could be
related to the non-linear response and the presence of a threshold response.

Many studies demonstrated that a thermal threshold over 20 °C was associated with
stressful conditions on larval development, recruitment, metabolism, growth, and survival of
M. edulis (Widdows, 1973; Incze et al., 1980; Myrand et al., 2000; Rayssac et al., 2010;
Hiebenthal et al., 2013; Cottrell et al., 2016; Clements et al., 2018). Hiebenthal et al. (2013)

experimentally demonstrated that mussels cultivated at 7.5, 10, 16 and 20 °C did not
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significantly increase their mortality rate (<5 %), whereas a culture at 25 °C impacted
survival by 25 %. More recently, Lenz et al. (2018) demonstrated that M. edulis individuals
exposed 28 days at 28 °C reached a > 80 % mortality rate, and then stabilized their survival
when placed in non-stressed conditions. During the experiment (2016), the water temperature
in the HAM lagoon exceeded 20 °C for 26 days (including two heat waves), with a maximum
of 22.3°C in early—August. According to studies cited above, we could expect that
successive heat waves in lagoons could seriously impact survival trends of farmed mussels.
Nevertheless, an outreaching of thermal threshold cannot alone explain the mortality levels
of a specific stock, as the thermal tolerance of mussel is depending on individual
physiological plasticity (Buckley et al., 2001; Anestis et al., 2007; Jones et al., 2009; Lenz et
al., 2018), but also on interannual, -seasonal and -site variabilities (Jones et al., 2009;
Hiebenthal et al., 2013, Lenz et al., 2018; Guillou et al., 2020). Furthermore, the regression
models performed in this study clearly demonstrated that the presence of bacteria and
cyanobacteria directly contribute to the summer mortality. These microscopic organisms
have been demonstrated to be ingested by bivalves, but the relative capture efficiency is low
and their fatty acids composition does not meet the nutritive requirements of mussels
(Langdon and Newell 1990, Martin-Creuzburg and von Elert, 2009; Rosa et al., 2018).
Despite the potential source of carbon and nitrogen for bivalves, bacteria alone seem to be
an inadequate diet for bivalves (Nevejan et al., 2018). Some bacteria species are also
pathogenic to aquatic animals and could be associated with mortality events leading to

economic losses for shellfish industry (Polsenaere et al., 2017, Richard et al., 2021).

The present study showed some growth difference patterns between stocks cultivated
in both sites, conversely to Myrand and Gaudreault (1995) who detected no growth
differences between stocks cultured in various nearshore grow-out sites of the Tles-de-la-
Madeleine. The summer growth rates recorded in the nearshore HAM site highlighted the
performance of the control (BHA-Fall) and native (HAM-Fall and HAM-Spring) stocks, thus
supporting the higher commercial productivity of these three stocks described in the
companion study (Guillou et al., 2020). As mentioned earlier, the performance of a stock can

be affected by concomitant periods of mussel spawning and maximum temperature. The
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already demonstrated lower basal metabolism and genetic characteristics of BHA-Fall stock
could stimulate a better energy allocation in growth when compared to any other local stock
(Tremblay et al., 1998b; Myrand et al., 2009a). In addition, growth was also largely impacted
by cultivation site, as the rate was globally improved by 27 % for the six stocks studied when
cultivated in the offshore. That corroborates previous statements about the control of M.
edulis growth by environmental factors of the cultivated site (e.g. Dickie et al., 1984; Mallet
and Carver, 1989; Stirling and Okumus, 1994), and particularly temperature and food
availability (see for review Seed, 1976; Seed and Suchanek, 1992; Gosling, 2015d). Previous
studies reported that culture depth, similar to the depth used in this study, induces no
measurable effect on the growth rate (Mallet and Carver, 1991; Karayucel and Karaytcel,
2000) but could affect the food supply concentrations (Page and Hubbard, 1987).

Despite the lower food availability reported in the offshore BP site, we suggest that the
local summer temperature, at the permanent optimal level below 20 °C, enhanced clearance
rate and absorption efficiency, and thereby the condition index and the growth of M. edulis
(see Zippay and Helmuth, 2012 for review). Remarkably, stocks with lower survival and
growth performances in the nearshore HAM site exhibited the best growth rates, even better
than the control BHA stock, when cultivated in the non-stressful offshore BP site. These
observations contradict other mussel transfer studies (Mallet et al., 1987a; Stirling and
Okumus, 1994), which support that stocks performing in unfavourable conditions (e.g. BHA-
Fall) should be even more performant in favourable conditions due to their tolerance to a

wider range of environmental variables.

The regression models conducted on summer growth rates confirmed that trophic
supplies substantially influenced the shell length growth of each stock-site combination.
Nevertheless, no explicit patterns allowed us to highlight the influence of a very specific
trophic parameter, as the selected set of explanatory variables varies between stocks. The
differential efficiency to retain particulate organic matter in the offshore site could explain
why the BHA stocks underperform for growth but, without specific studies, this hypothesis

remains speculative. In both sites, the high contribution of heterotrophic bacteria and
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picophytoplancton on growth variability confirmed the statements of Sonier et al. (2016) in
St. Peters Bay (southern Gulf of St. Lawrence), which demonstrated the selection capacity
of small particles (< 2um) by M. edulis supporting around 30 % of its growth. Such results
emphasize the importance of small planktonic fractions for mussel farming, as already
demonstrated for early-stages in one of the local coastal lagoons of the Tles-de-la-Madeleine
(Toupoint et al., 2012a), that are characterized as oligotrophic with a bacterial-based food
web (Trottet et al., 2007). For each stock cultivated in offshore, the temperature was a
retained variable in regression models, suggesting that the absence of thermal stressful

conditions stimulate optimal growth for mussels.

In winter period (November to May), growth rates sharply decreased in both sites.
Temperature and trophic parameters were not monitored in winter due to the presence of
drifting ice on the sea surface, but negative temperatures limit the production of
phytoplankton blooms and mussel’s growth (Penney et al., 2001). Trottet et al. (2007)
suggested that sea ice provides habitat for algae in lagoons of the Tles-de-la-Madeleine, which
could increase chlorophyll-a supply during ice melting in March. This nutrient supply could
explain the difference observed in winter growth rates between nearshore and offshore sites.
However, all stocks seem similarly adapted to this potential winter feeding, as no differences
were observed between the six stocks in each growth-out site, excepted for native BP stocks
cultivated in the offshore BP site. Further investigations are needed to understand if
significant growth performances observed with HAM stocks in the nearshore HAM site
during the summer period, or with BP stocks in the offshore BP site during the winter period,
may be related to a local adaptation in their native environment, or conversely, to a
countergradient variation of stock phenotypes in fluctuating environments (Conover and
Schultz, 1995; Kawecki and Ebert, 2004; Sanford and Kelly, 2011; Blanquart et al., 2013,
Hughes et al., 2016).

The condition index (CI) levels measured at the end of a two-year production cycle
emphasize the offshore farming advantage for productivity. This index classically indicates

a long-term differential energy expenditure into somatic / gonadal growth versus shell
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growth (Crosby and Gale, 1990; Lesser et al., 2010). In accordance with previous studies
conducted at the same sites (Bourque and Myrand, 2014; Séguin-Heine et al., 2014), the
global CI is twice higher in spring for mussels farmed in the offshore BP site when compared
to those cultivated in nearshore HAM site. Similarly, in Notre Dame Bay (Newfoundland,
Canada), two studies observed lower CI in shallow water (5-20 m) than in deep water (15-
60 m) in May-July period (Gallardi et al., 2017; Murray et al., 2019). Authors reported that
mussels in open or deep seas had lighter shell but heavier soft tissues than those coming from

lagoon or shallowed sites.

As for survival and growth patterns, we suggest that specific conditions in each site
induced differential metabolic requirements and energetic allocation strategies. This energy
could be more invested in protective tissues like byssus filaments and shell in order to face
environmental conditions and intraspecific interactions (Ogilvie et al., 2004; Lachance et al.,
2008; Babarro and Abad, 2013; Gallardi et al., 2017), or conversely, in soft tissues, like
gametes (Bourque and Myrand, 2014; Séguin-Heine et al., 2014). It is well known that the
mussel CI follows a seasonal pattern associated with the reproduction cycle and food supply
availability (Gabbot and Bayne, 1973; Okumus and Stirling, 1998; Murray et al., 2019).
Spawning events in lagoons (Myrand et al., 2000; Lachance et al., 2008; Clements et al.,
2018; Guillou et al., 2020) could be concomitant with mussel commercial harvest and
therefore, could explain the differences of ClI observed between sites.

2.7.2  Physiological conditions at the end of the experiment

The physiological conditions at the end of the experiment suggested that differences in
energetic reserves are more site-related than stock-related. Despite the stock X site interaction
effects observed for each measured parameter, except for triacylglycerol (TAG) content, we
observed slight statistical differences among stocks without a general trend, suggesting that
differences were mostly related to interindividual variability. As susceptible mussels were

probably dead and thus mostly discarded from cages after the two-year production cycle, the
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results rather described the energetic conditions of survivors that were either the more
resilient or performant individuals. Although the spat originating from BHA demonstrated
the higher initial size and survival rate in cultivates sites, no energetic status advantage have
been observed at the end of the experiment when compared to the other stocks, and thus
whatever the season of spat collection or the grow-out site. The site effect was clearly
illustrated by assessing the TAG concentration in mussel stocks, which was systematically
higher in the offshore BP site than in the nearshore HAM site. The TAG has been
demonstrated to be the most important lipid class stored as energy reserves in mussels
(Parrish, 1987; Pernet et al., 2004; 2007). Differences between sites could be related to
different reproductive investment (Gabott and Bayne, 1973; Gabbott, 1976; Okumus and
Stirling, 1998), which could be more important in nearshore site characterized by higher
temperature and higher food availability. Thus, lower summer reproductive investment in
mussels from the offshore site could result in higher growth rate and higher TAG
accumulation in the following autumn. This difference could also be related with quantity
and quality of the trophic resource in both sites (Soudant et al., 1999; Pernet et al., 2007;
Trottet et al., 2007). Further studies are needed to confirm these suggestions, by monitoring
temporal energy storage-consumption cycle in mussels cultivated in the two contrasted

environments.

Among the four presented major lipid classes, TAG and phospholipids (PL)
represented together about 70-75 % of overall lipid content. Composed of fatty acids
backbone, both classes are used for the membrane architecture and energy reserve function,
respectively (Gadner and Riley, 1972; Parrish, 1987; 1999; Freites et al., 2002). Sterols (ST)
manage fatty acids into the membrane to maintain mobility and its structural integrity
(Napolitano et al., 1992; Knauer and Southgate, 1999), and acetone mobile polar lipids
(AMPL) include various lipid materials such as photosynthetic pigments, glycolipids and
monoacylglycerols, that could be related, at least partially, to phytoplankton ingested
(Tremblay et al., 2011). Lipid class profiles observed in spat and adults were consistent with
previous studies reporting that PL and ST contents remain constant over the year, while TAG

concentrations widely fluctuate (Freites et al., 2002; Tremblay et al., 2011). The rising
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temperature negatively affects the TAG content, which is consumed to support the rising
metabolism activity (Napolitano et al., 1992; Freites et al., 2002). ST are used to compensate
for the effect of temperature on membrane structure, as their content may increase in
membrane packing to reduce fluidity (Pernet et al., 2007). Further studies should be

conducted to investigate if the PL composition varied with nearshore and offshore sites.
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CHAPITRE 3
PRESSION SELECTIVE SUR LES STADES ONTOGENIQUES DE MOULES
BLEUES (MYTILUS EDULIS, L.)

Ce troisieme article, intitulé "Selective pressure on ontogenic stages of blue mussels
(Mytilus edulis, L.)", fut corédigé par moi-méme, le professeur Réjean Tremblay, le
chercheur Nicolas Toupoint, ainsi que mon collegue Thibault Androuin. Les résultats de ce
chapitre seront soumis pour publication dans la revue Journal of Experimental Marine
Biology and Ecology, durant I’automne 2021. En tant que premier auteur, ma contribution
pour ce travail fut I’essentiel de 1’état de I’art, le développement de la méthodologie, la
collecte et le traitement des données expérimentales, 1’analyse statistique et 1’interprétation
des résultats, ainsi que la rédaction de I’article. Nicolas Toupoint, Réjean Tremblay et moi-
méme avons fourni 1’idée originale et mis en place le protocole expérimental. Nicolas
Toupoint a contribué a I’échantillonnage du matériel biologique dans le milieu naturel.
Thibault Androuin a réalisé la caractérisation des contenus lipidiques en laboratoire et
participé a la rédaction des parties relatives a ces analyses. Chacun des auteurs a contribué a
la révision de D’article. Plusieurs éléments de cet article ont été présentés dans des
communications orales, lors de conférences : au congres annuel de 1’Association Aquacole
du Canada (AAC) a la ville de Québec (Canada) en mai 2018, au colloque annuel du
regroupement Ressources Aquatiques Québec (RAQ), a la ville de Québec (Canada) en
novembre 2018 puis a Rimouski (Canada) en novembre 2019, mené en partenariat du Forum

Québécois en Sciences de la Mer.



3.1 RESUME

Nos travaux précédents ont confirmé le maintien des hauts niveaux de performances
(survie, croissance et rendements commerciaux) pour un méme stock de naissain de moules,
prélevé dans le milieu naturel depuis plus de 25 ans et systématiquement transferé vers
d’autres sites d’élevages, a une échelle microgéographique. L’objectif de cette étude était
d’identifier les mécanismes de sélection permettant d’obtenir un naissain de qualité, selon
une approche sous mésocosme. Nous avons examiné ’effet des températures maximales
mesurées sur le terrain, sur différents stades ontogéniques de Mytilus edulis. Nos résultats
ont permis de démontrer qu’aucune sélection thermique n’a eu d’effet sur le développement
des stades peri-métamorphiques de la moule (< 1 mm), puisqu’aucun effet n’a été observé
sur la croissance, la survie et la taille du prodissoconque Il, dans des conditions ou la
température de 1’eau suivait des variations naturelles. Cependant, nos résultats
expérimentaux ont clairement indiqué 1’existence d’une pression sélective induite par la
température (24 °C pendant 85 heures) sur des moules juvéniles de taille comprise entre 4,5
et 7 mm, associée a une amélioration des performances de croissance des survivants. Par
rapport au groupe témoin maintenu a 18 °C, nous avons observé une augmentation de la
mortalité de 37 %, suggérant 1’élimination des moules les plus sensibles et les moins
performantes. 1l est intéressant de constater que les individus sélectionnés ont amélioreé leurs
performances de croissance de coquille et de tissus, de 22 et 51 %, respectivement. Nos
résultats soutiennent I’hypothese selon laquelle la sélection thermique d’un stock de haute
performance est taille-dépendante. La pression sélective exposée dans cette étude, associée
aux travaux antérieurs ayant démontreé des différences génétiques et physiologiques entre les
stocks locaux, permet d’expliquer les mécanismes conduisant a la constance d’une

production performante depuis plusieurs decennies.
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3.3 ABSTRACT

Our previous work confirmed that higher survival, growth and commercial
performance of a mussel stock collected in the field were maintained over the last 25 years
at a microgeographic scale, despite intensive transfers of its spat in each other local mussel
sites. The objective of this study was to identify the selection mechanisms supporting quality
of this stock, through a mesocosm approach. We examined the effect of the maximum
seawater temperature measured in the field on different ontogenic stages of Mytilus edulis.
We demonstrated that thermal selection did not impact the peri-metamorphic stage
development of mussels (<1 mm), as no effects were observed on growth, survival and
prodissoconch Il size, under natural thermal variations. However, our experimental results
clearly indicated the existence of a thermal selective pressure (24 °C during 85 hours) on
juvenile mussels whose size is between 4.5 and 7 mm, with enhanced growth performance
of surviving individuals. When compared to the control group, we observed a 37 % mortality
increase, suggesting the elimination of more sensitive and less performant mussels.
Interestingly, selected individuals improved shell and tissue growth rates by 22 and 51 %,
respectively. Our results support the hypothesis that thermal selection of highly performant
stock is size dependent. The selective pressure demonstrated in this study, associated with
previous work highlighting the physiological and genetic differences between local stocks,
constitute the key mechanisms leading to such constant production performance over decades

at a microgeographic scale.

Keywords: Mytilus edulis, post-larvae, survival, growth, mesocosm, selective pressure
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3.4 INTRODUCTION

Shellfish farming accounts for 56.3 % of the world's marine and costal aquaculture
production (FAO, 2020a), with a performance mostly related to seawater temperature,
salinity and food availability (Seed, 1976; Seed and Suchanek, 1992; Gosling, 2015b).
Temperature is known to be a key factor linking biogeographic traits to physiological
characteristics of poikilothermic organisms, as the limits of thermal tolerance determine all
aspects of biological organization (e.g. gene expression, membrane fluidity, mitochondrial
respiration, enzymatic reactions, tissue synthesis, stability and restoration of proteins)
(Portner, 2002; Somero 2002; 2005; van der Have, 2002). Temperature thresholds for long-
term growth and reproduction performances are much narrower than those for survival
performance over acute (resistance) to chronic (tolerance) timescales (Hofmann and
Todgham, 2010). Temperatures outside of the tolerance window reduce fitness and
physiological stability, increasing the risk of mortality (Hoegh-Guldberg and Bruno, 2010).
The degree of thermal tolerance for bivalves is species-specific and fluctuates between
developmental stages, with larval stages showing narrower temperature range of tolerance
than juveniles and adults (Rayssac et al., 2010; Zippay and Helmuth, 2012; Gosling, 2015b;
Portner et al., 2017). The thermal window (maintaining aerobic metabolism) of blue mussel
(Mytilus edulis, L. 1758) stages usually ranges from 5 to 20 °C, whereas the optimal
temperature for growth is between 10 and 20 °C (Widdows, 1973; Incze et al., 1980; Almada-
Villelaetal., 1982; Stirling and Okumus, 1994; Comeau et al., 2008; Hiebenthal et al., 2013).
However, mussels annually exposed to higher temperature exhibit a thermal tolerance over
20 °C, such like in semi-closed coastal lagoons of Tles-de-la-Madeleine (Québec, Canada)
(Tremblay et al., 1998a) or in Long Island Sound (New York, USA) (Thompson and Newell
1985). Many studies highlighted the effect of thermal stress on growth, survival, feeding
activities, physiology and heartbeat of mussels (e.g. Bayne, 1972; 1976; Bayne et al., 1975;
Pernet et al., 2007; Comeau et al., 2008; Zippay and Helmuth, 2012). Those effects would
even be amplified with global climate change-related factors (Zippay and Helmuth, 2012;
Gosling, 2015b; Steeves et al., 2018), disturbing the phenotypic plasticity of individuals or
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modifying the position of thermal window by temperature adaptation (Hofmann and
Todgham, 2010; Sanford and Kelly, 2011; Pernet and Browman, 2021), thus leading to future
shifts in latitudinal distributions, as already demonstrated by Jones et al. (2009; 2010) for
Mytilus edulis.

For more than 25 years, the mussel farming in the Tles-de-la-Madeleine archipelago
(Gulf of St. Lawrence, Québec, Canada) exclusively relies on wild spat supply (juvenile
mostly over 15 mm), conducting in the small lagoon of Bassin du Havre-Aubert (BHA)
(Guillou et al., 2020). This management strategy was based on the demonstrated higher
productivity of this mussels stock comparatively to every other collected elsewhere in this
archipelago (< 65 km from BHA) (Myrand et al., 2009a; 2009b). Furthermore, the BHA
stock showed lower sensitivity to summer mortality episodes, which occurs during the
warmest period of summers (> 20 °C) (Myrand and Gaudreault, 1995; Tremblay et al.,
1998a; 1998d; Myrand et al., 2000). The higher resistance of the BHA stock is related to
its specific physiological and genetic features, providing a better resistance to stressful
conditions by lower metabolic needs for maintenance (Tremblay et al., 1998a; 1998b;
1998c; 1998d; Myrand et al., 2000; 2002). Recent studies using reciprocal transplant
experiments conducted in 2015 (Guillou et al., 2020; Chapitre 2) showed that the BHA
stock displayed better commercial, survival, growth and reproduction performance patterns
than any other local stocks. Moreover, mussels spat recovered on BHA collectors showed
better initial size for further grow-out processing and higher gene expression level related
to cellular stress response (Chapitre 2). To maintain performance disparity between stocks
after 25 years of spat transfers, we hypothesized that higher BHA productivity should be
maintained by a selective pressure targeting young ontogenic stages of mussels. BHA being
characterized by earlier and longer seawater warming due to its small size and shallower
depth (Bourque etal., 2014; Cyr et al., 2016), we suggest the presence of a selective thermal
pressure hypothesis explaining the differential performance of mussels spat originating
from different sites in the Tles-de-la-Madeleine archipelago. As mussels spat transferred
are mostly over 15 mm, the potential selective pressure could be applied during peri-

metamorphosis processes or later during their post-larval growth. Thus, we tested the
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presence of a thermal selectivity on peri- (<1 mm) and post-metamorphic (>1 mm)
mussels. We suggest that the selective pressure could be more effective around
metamorphosis because of the sensitivity of this stage (Pechenick, 2006, Rayssac et al., 2010;
Gosling, 2015b). To mimic mussels culture practises, as the performance of mussels stocks
was observed on spat settled on artificial collectors (Sénéchal et al., 2008; Myrand et al.,
2009a; 2009b; Guillou et al., 2020), we tested our hypothesis on spat sampled on similar
collectors, followed by the use of controlled conditions in mesocosms. In addition to the
determination of survival and growth, morphometric measurements (size of larval shell
prodissoconch | and prodissoconch Il) were used to assess the thermal effect on larval
development and timing of the settlement and metamorphosis. Lipid content was also used

as an indicator of spat physiological condition.

3.5 MATERIALS AND METHODS

Blue mussels used during these experiments were sampled from two sites, Bassin du
Havre-Aubert (BHA) and Havre-aux-Maisons lagoons (HAM, Figure 21), from where spat
were already demonstrated to be differentially performant in terms of survival, growth and
on commercial sleeves in all cultured sites. Globally, this area is characterized by M. edulis
population domination, as M. trossulus were observed at low prevalence around 3 %
(Tremblay et al., 1998b; 1998c; Myrand et al., 2002). The BHA spat corresponded to
potentially selected stock showing higher performance, while those originating from HAM
represented the potential unselected stock (Guillou et al., 2020; Chapitre 2). Throughout two
successive years, we monitored in mesocosm conditions the temperature effect on survival
and growth (i) at peri-metamorphic (post-larvae) stage (individuals < 1 mm), and (ii) on three
size classes of post-metamorphic (juvenile) mussels (individuals > 1 mm), both collected in
the field from mid—June to mid-September 2017 and from mid—June to mid-July 2018,

respectively.
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Figure 21. Location of mussel stocks in the Tles-de-la-Madeleine archipelago, southern Gulf
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351

Potential selective pressure on peri-metamorphic mussels (< 1 mm)

In each lagoon, three artificial collectors (1 m long polypropylene ropes) were

suspended on mussel farmers’ long line located 3 m below the surface from 22 June to 28

August 2017 and recovered 14 days later to obtain six distinct batches of mussels by site

(Figure 22). We assumed that the environmental conditions experienced by sampled

individuals could extend over a period of four weeks prior to the date of the collector’s

recovery, as the duration of pelagic stages of mussels is between two and four weeks (Bayne,

1965; Sprung, 1984; Toupoint et al., 2012a). Collectors were stored on icepacks in a cooler

from field to lab, where post-larvae settled on collectors were unattached using a gentle

pressurized water jet and retrieved on an 80 um squared mesh sieve. For each collector,

different subsamples of 30 post-larvae ranging from 280 to 1000 um, with undamaged shells

were sampled, one for initial measurements and others for a direct transfer in downweller
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type mesocosms. The latest consisted in PVC tube (@ = 10 cm) with 150 um square Nitex
mesh, a 26 cm seawater column height of and a flow rate of 0.167 L min per downweller
(water renewal in 12.3 min). Downwellers were maintained in a 625 L tank
(2%x1.2x0.26 m; L xW x H) and supplied with HAM lagoon seawater, pre-filtered by
using a sand filter (200 um). Thus, mussels were submitted to thermal and trophic conditions
from this lagoon. Each batch was maintained in triplicated downwellers mesocosm, for a
total of 36 downwellers (6 batches x 2 sites x 3 replicates), during a 70-day period. At day
0,7, 14, 21, 28, 35 and 70, each individual was measured with a stereomicroscope at 63X
magnification using ImageJ software (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA) to estimate growth (um d*) and mortality rates. Post-larval size was obtained on the
longest axis, which rallied anterior to posterior edges of the shell, with post-larvae set flatly

on wet Nitex mesh.

.. Spet.
laglc ctiott
P[e ?;TE 0[]2—#1

Batch #1 *————] —‘-‘-‘-—' Mesocosm #l|
Batch #2 #2|
Batch #3 #3|
Batch #4 #4|
Batch #5 #5|
Batch #6 s |

Jun. Jul. Aug. Sep. Oct. Nov.

Figure 22. Experimental design used on peri-metamorphic mussels (< 1 mm)
Including 14 days of spat collection in the field and 70 days of experimental growth in
downweller type mesocosms
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At the end of the experiment, survivor mussels were preserved in 4-mL 95 % ethanol
filled vial for further morphometric measurements of prodissoconch I (PI), prodissoconch Il
(P1I) and total length (TL) of dissoconch shell, by using a small ridge of dark plasticine set
on a glass slide as described by Martel et al. (1995). The size of Pl is correlated with egg size
and correspond to the size of mussel larvae at their D-veliger stage (Ockelmann, 1965; Martel
et al., 1995; 2000). Every individual was placed vertically with the umbo pointing upwards
and measuring points on the same plane, so that P size corresponded to the maximum length
axis, parallel to the hinge of the shell. The length of PII provides a measure of the size at
metamorphosis occurring at the end of the pelagic larval stage (Martel et al., 1995; 2014) and
was obtained by measuring the longest axis which rallied the anterior and posterior ends of
the prodissoconch-dissoconch boundary. Every individual was placed flatly on plasticine to
keep these two points on the same plane. Finally, the post-larval TL was measured on the
longest axis of the shell, from anterior to posterior edges. We proceeded measurements until
to reach n = 30 complete data (PI, PIl and TL) for each batch sampled in both sites. All
measurements were realized with a digital microscope KEYENCE VHX-2000E (Keyence
Corporation, Osaka, Japan), mounted with a VH-Z100UR objective, applying a 1000X
magnification for Pl and a varying magnification from 300X to 500X, for PIl and TL.

Environmental and trophic parameters were recorded from early—June to mid—October
2017 at three representative sampling stations in each lagoon. Salinity and seawater
temperature were hourly recorded, by using a multi-parameter SBE 37-SMP MicroCAT
probe (Sea-Bird Electronics Inc., Bellevue, WA, USA) deployed on long line structures,
close to farmers’ mussel spat collectors. At each installation / recovery of collectors, the
trophic conditions were monitored (every 14 days), by estimating particulate organic matter
(POM), chlorophyll-a, and planktonic group composition (pico and nanoeukaryotes and
cyanobacteria as well as total heterotrophic bacteria). The latest was estimated by using flow
cytometry (Epics Altra, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA), following the sampling
procedure described by Guillou et al. (2020).
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3.5.2  Potential selective pressure on post-metamorphic mussels (> 1 mm)
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Figure 23. Experimental design used on mussel post-larvae (> 1 mm)
Including 30 days of spat collection in Bassin du Havre-Aubert (BHA) lagoon in 2018,
their experimental acclimation and 30 days of growth in downweller type mesocosms.
The curve represents the mean seawater temperature observed for three years before
experimentation (2015-2017)

In this second part of the study, we only used spat originating from BHA and
investigated the effect of summer temperature on survival and growth performances using
different size classes of post-larvae. Newly settled spat from BHA lagoon were recovered
before the summer maximum temperature and submitted to experimental heat stress. We
suspended 10 artificial collectors (1 m long) on mussel farmers’ long line structures in BHA
lagoon 3 m below the surface. Collectors were installed on 11 June 2018 and recovered 30
days later (Figure 23). According to Cyr et al. (2015; 2016) and from the spat settlement data
obtained in summer 2017 (unpublished data), collectors were installed before the maximum
larval abundance peak. Toupoint et al. (2012a) suggested that mussel settlement is increased

on artificial substrata when biofilm is older than one week. As the first occurrence of the
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settlement on collectors in BHA was observed in late—June, we used optimal collector
conditions. Spat collection duration was set in order that post-larvae were never exposed to
maximal temperatures, observed in 2015-2017 (22-24 °C during 3-7 days; see Figure 23) as
occurring from mid—July (2017) to mid—August (2015 and 2016).

Collectors were stored and treated as already described. The first 3 000 individuals with
undamaged shells ranging from 300 to 1 000 um were sampled and placed into a large
downweller for acclimation (@ = 25 cm, square Nitex mesh base = 209 um; seawater column
height =20 cm) at 18 °C to respect the optimal conditions for blue mussels post-larval
development (Lutz and Kennish, 1992; Rayssac et al., 2010). When post-larvae reached the
three targeted size classes (1.0 — 2.5 mm on 21 August, 2.5 4.5 mm in 17 September and
4.5—7.0 mm in 27 September), 180 individuals with undamaged shells were sampled. For
each size class, mussels were randomly divided in six experimental downwellers (& = 10 cm,
square Nitex mesh base = 209 um; seawater column height = 15 cm) to obtain 30 individuals
by units. A first group of three downwellers was placed under heat stress condition at 24 °C
and the three others were maintained at 18 °C as control. Heat stress was applied in the first
group for 85 hours to reproduce similar thermal peak observed in BHA lagoon. After this

heat stress treatment, each downweller was maintained at 18 °C for 30 days.

Mussels in each downweller were fed with a mixture of diatoms and flagellates species
(Pavlova lutheri CCMP 459, Tisochrysis lutea CCMP 1324, Nannochloropsis oculata
CCMP 525, Chaetoceros muelleri CCMP 1316, and Tetraselmis suecica CCMP 904),
obtained from the national Culture Collection of Marine Phytoplancton (Bigelow Laboratory
for Ocean Sciences, East Boothbay, ME, USA) and cultured in 18-L carboys with seawater
enriched /2 medium (Guillard, 1975). These microalgae strains were used for their nutritive
value to obtain a good mix of the three essential polyunsaturated fatty acids; docosahexaenoic
(DHA), eicosapentaenoic (EPA) and arachidonic (AA) acids (Brown et al., 1997; Brown,
2002; Helm et al., 2004), and a large size variation (1-15 um) to optimize intake by first
stages of bivalves (Rosa et al., 2018). For each size class, we calculated the daily ration at a

ratio of 4 % dry biomass of tissues to maintain optimal growth (Helm et al., 2004) by
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application of the allometric relationship between soft tissue weight and shell length from
Jespersen and Olsen (1982). The diet mixture of the five microalgae was supplied
continuously in each experimental downweller using a FH100M multichannel peristaltic
pump (Fisher Scientific International Inc., Pittsburgh, PA, USA) at 1:1:1:1:1 equivalent algal
volume. The experimental photoperiod was maintained at 14:10 and 1 um filtered and UV
treated seawater was supplied at a flow rate of 43 mL min in each downweller (water
renewal in 27.7 min). The mortality and the shell length (TL) were individually estimated as
already described, at the end of control/stress treatments and 30 days later in each

downweller.

At the end of the experiment, six individuals were randomly sampled by downweller,
pooled and preserved in 4 mL amber glass vials filled with a dichloromethane / methanol
mixture (CH2Cl-MeOH; 2:1; v:v). Vials were closed with Teflon liner caps under nitrogen
atmosphere, then stored at -80 °C until lipid extraction, following the modified Folch (1957)
procedure described by Parrish (1999) by manual grinding and sonication. After lipid fraction
recovery, pre-weighted tubes containing mussel pulp were evaporated to dryness (48 hours
at 60 °C) under nitrogen atmosphere to determine the body mass (mg) without lipids of post-
larvae. Neutral and polar lipid fractions were separated by elution on silica columns, as
described in Le Grand et al. (2014). Both lipid fractions were recovered in pre-weighted 4 mL
amber glass vials, evaporated to dryness under nitrogen to determine both neutral and polar
lipid mass (mg). Total dry mass (mg individual™) was obtained by the addition of three
masses (body, neutral and polar lipids). Neutral (NL) and polar (PL) lipid contents (%) were

obtained by their proportion relative to the total dry mass of post-larvae.
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3.5.3  Statistical analysis

All statistical analyses were conducted, using R version 4.0.5 (R Development Core
Team, 2021) with a significance threshold of o =0.05 (data are reported as Mean + SE).
Two-way analysis of variances (ANOVAs) were conducted after testing normality and
homoscedasticity with Kolmogorov-Smirnov and Levene tests, respectively. When
assumptions were not validated, data were log transformed, except for percentage data which
were arcsine square root transformed (Sokal and Rohlf, 1995). When significance occurred,
Tukey HSD post-hoc tests were conducted to determine pairwise differences. When
normality and homoscedasticity were not validated after transformations, non-parametric
Scheirer-Ray-Hare test were used as two-way factorial analysis design (Sokal and Rohlf,
1995) with the application of Dunn non-parametric post-hoc tests. For the first experiment
conducted on peri-metamorphic mussels, the effect of a spat batch collected (six fixed levels)
and spat stock (two fixed levels) were tested on survival and growth rate variability. The
effects of the lagoon site (two fixed levels) and time (from nine to ten dates, according to the
factor studied) were tested on environmental conditions monitored between June and October
2017. For the second experiment on post-metamorphic mussels, treatment (two fixed levels)
and post-larval size class (three fixed levels) were tested on survival rates, growth rates, total

dry mass and lipid content data.

3.6 RESULTS

3.6.1 Effect on peri-metamorphic mussels (< 1 mm)

During the first experiment (Table 8), we observed for survival rates no batch x stock
interaction (F, 23 = 1.96; p = 0.124), an absence of stock effect (F, 23) = 0.95; p = 0.34), but
a batch effect (Fs, 23) = 3.65; p = 0.01) related to the lower mean survival value of batch #5
(60.7 £ 7.4 %) after 70 days in mesocosm. The shell growth rates showed no batch x stock
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Table 8.  Survival, shell growth and prodissoconch measurements of six batches of spat from the two mussels stocks
maintained for 70 days in mesocosm conditions
Data are mean + SE; n = 3 downwellers of 30 mussels for survival and shell growth rates measurements; n = 30 pooled mussels
for PI (Prodissoconch I) measurements; n = 47-62 pooled mussels for P1l (Prodissoconch 1) measurements. BHA (Bassin du
Havre-Aubert) and HAM (Havre-aux-Maisons) = spat collection sites. Uppercase letters indicate significant differences
(p < 0.05) observed among batches (with distinction between spat origins for growth rates, due to a stock effect) and lowercase
letters indicate significant differences among batch-stock combinations
Batch Survival rate (%) Growth rate (um.day) Pl (um) Pl (um)
BHA HAM BHA HAM BHA HAM BHA HAM
1 76.7+33 ~ 80.0+3.9 61.9+23* 70841V 113.1+£21 110.7+£1.2 293.2+2.8% 2892+ 2.6
2 70039 “® 65.6+4.0 346 £1.98¢ 412 +6.9% 110.0+12 112.7+x14 3205+ 3.7¢ 327.9x3.2°
3 83.3x19 ~ 756+6.8 21.8+0.7c0 253+ 1.6%Y 112.3+1.0 1122+1.1 357.9 £ 3.4%> 3535+ 3.0%
4 81.1+78 ~ 80039 13.1+£0.6°F 14.3+£0.92 111.3+1.1 111.4+0.9 377.0+4.0* 388.1+5.8°
5 733x71 B 481+82 6.2 £0.35 75+0.77 1119+1.0 108.1+1.1 367.9 +3.5% 308.4 +5.6%
6 744+78 ~ 85659 46+1.1¢F 52+0.3? 1109+1.0 107.7+£1.3 3448+ 4.9° 3247 +2.7°




interaction (Fs, 23) = 0.80; p = 0.56). However, stock (F, 23 =15.9; p <0.001) and batch
(F, 29) = 154; p < 0.001) effects were observed. Globally, the growth rate was slightly lower
for BHA stocks than HAM stocks (21.4 +4.5vs 27.4 £5.7) and decreased progressively
throughout the summer whatever the stock, with values in late—June (batch #1) that were
13 times higher comparatively to early—September (batch #6). The Pl size showed no
batch x stock interaction (H, 348) =10.88; p=0.054) and an absence of batch
(Hes, 348y = 7.77; p = 0.17) and stock (Hs, 348) = 0.64; p = 0.42) effects, with an overall mean
size of 111 £ 0.4 um. Conversely, a batch x stock interaction effect was detected for the
Pll size (H, 634) = 53.33; p <0.001) with similar values between both stocks from each
batch, except for batch #5 and #6, with lower P11 values for post-larvae from HAM. Smallest
PII sizes (< 300 um) were noticed in post-larvae collected early in the spawning season
(batch #1) and reached maximal values on post-larvae sampled from mid-July to mid—
August (batches #4 and #5) with maximum individual values of 433.4 um and 447.4 um
measured in batch #4 of BHA and HAM stocks, respectively. In Table 8, mean values are
presented for every "batch-stock™ combination to observe easily all variations of performance

and morphometric measurements.

Every measured environmental and trophic parameter exhibited site x date interaction, as
shown in Figure 24. The seawater salinity was the exception with no interaction effect
(Fs,35) = 1.32; p = 0.264) but site (F, 35y = 56.7; p < 0.001) and date (F, 36) = 13.0; p < 0.001)
effects, with very slight variations and a mean seasonal value of 30.33 £ 0.06. Seawater
temperature showed higher values in BHA than in HAM until early—August (Figure 24a),
followed by a further absence of site differences; the maximum temperatures were 23.7 °C in
BHA (19" July) and 22.3 °C in HAM (20" July). Both lagoons showed generally similar
concentration of POM (average of 1.14 + 0.07 mg L), chlorophyll-a (3.01 + 0.25 ug L1), and
heterotrophic bacteria abundances (4.1 + 0.3 x10° cells mL™), except during one or two
punctual event in July and/or August (Figure 24b, c, d). Regarding the planktonic communities,
we observed a dominance of pico-cyanobacteria (Figure 24g) and pico-eukaryotes
(Figure 24e) in both sites, with an important production of plankton in late—August at HAM

lagoon, while these peaks were more spread over the time at BHA lagoon (Figure 24e, f, g, h).
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Figure 24. Monitoring environmental conditions measured from early-June to mid-October
into BHA (light gray) and HAM (dark gray) spat collection sites in 2017
(a) temperature; (b) particulate organic matter; (c) chlorophyll-a; (d) total heterotrophic
bacteria; (e) pico-eukaryotes; (f) nano-eukaryotes; (g) pico-cyanobacteria; (h) nano-
cyanobacteria. Data are mean = SE; n = 3 samplesina, b, ¢; n=2 samplesind, e, f, g,
h. Significant results of two-way ANOVAs are presented. * = significant difference
(p < 0.05) between spat collection sites
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3.6.2  Effect on post-metamorphic mussels (> 1 mm)

In the second experiment, treatment x size-class interaction was detected on each measured
performance variable (Figure 25). Survival was around 80 % for the first two size classes
(Figure 25a) independently of the applied treatment. However, the thermal treatment induced
an important difference on mussels from the larger size class, with the survival rate declining
from 96 % to 59 % when heat stress was applied. Shell growth rates revealed different
patterns between size classes (Figure 25b). Comparatively to other size classes, twice lower
values were observed in the growth rate of smaller size class, with no significant treatment
effect. In intermediary size class, surviving mussels showed 15 % lower shell growth rate
when exposed to heat stress than to the control group, 30 days after the thermal treatment.
This result was reversed in mussels from larger size class, as an induced 22 % better shell
growth performance was observed when compared to the control group, 30 days later heat
stress treatment. Similar patterns were observed on total dry mass of mussels (Figure 25c¢),
with lower values without effect of the heat stress in small size class, a decreasing mass
(36 %) in survivor mussels for the intermediate size class, and an improved mass (51 %) in
mussels from the heat stress treatment for the larger size class. This last group showed the
higher mussel dry mass after the 30 days of treatment. Concerning the lipid content analyses,
no significant variations were observed for the proportions of neutral lipids (mean of
3.2+ 0.1 %; interaction: Fe,12)=0.03; p=0.97; treatment: F¢, 12) = 1.59; p=0.23; size
class: Fp, 12 =1.06; p = 0.38). However, a size class effect was observed in polar lipids
(mean of 1.8 + 0.1 %; interaction: F, 1) = 1.75 p = 0.22; treatment: F, 12) = 0.96; p = 0.35;
size class: Fp, 12 =37.54; p<0.001), with higher values on smaller size class. The
NL/PL ratio (Figure 25d) showed a treatment x size-class interaction (F, 12) =4.84;
p = 0.03) with twice lower values observed in smaller size class (figure not presented). No
treatment effect was detected within each class of post-larval size, but in larger size class,
heat stress induced NL/PL ratio near to be significantly higher (p = 0.077; detected with post-
hoc test).
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3.7 DISCUSSION

The study confirmed through a mesocosm approach the existence of a selective
temperature pressure in young mussels spat, leading to an improvement of performance level
of the surviving mussels. As the high temperature stress used was similar to the locally
observed in BHA lagoon each year, we suggest that this mechanism could explain, at least
partially, the differential performance of cultured mussels stocks observed for the last 25
years in the Tles-de-la-Madeleine (Myrand and Gaudreault, 1995; Guillou et al., 2020;
Chapitre 2). Our main hypothesis that a thermal selection occurred on the peri-metamorphic
stage (< 1 mm) was not confirmed, as performance of mussels post-larvae submitted or not
to the thermal challenge was similar. When juveniles from 2.5 to 4.5 mm were submitted to
heat stress encountered in natural BHA conditions, no differential mortality was observed
and challenged mussels showed lower growth rates. However, a clear temperature selective
pressure was observed on larger juveniles (4.5—-7 mm), as an 85 h exposition at 24 °C
induced 37 % higher mortality than in the control group. Surviving mussels showed 22 %
better shell growth performance, suggesting elimination of less performant mussels. This
selection appeared to be the key prerequisite to provide a mussel stock of higher quality in
BHA spat, characterized by different genetic characteristics, lower metabolic needs and
thermosensitivity combined to higher resistance to stressful conditions, culture productivity
and commercial performances (Myrand and Gaudreaul, 1995; Tremblay et al., 1998a; 1998b;
1998c; 1998d; Myrand et al., 2002; 2009a; 2009b; Guillou et al., 2020; Chapitre 2).

3.7.1  No selection on peri-metamorphic mussels (< 1 mm)

Summer thermal conditions did not induce differential mortality for mussels at peri-
metamorphic stages from both BHA and HAM origins. Without selective mortality (less than
25 %), BHA mussels growth performance measured for 70 days were slightly (around 10 %)
lower than HAM mussels (Table 8). For each stock (with and without submission to heat

stress), the growth performance of the first cohort (batch #1) collected in early summer was
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largely higher (over 60 um day™?) than the last cohort (batch #6) collected in late summer
(around 5 um day?). Thus, the post-larvae growth constantly decreased by 30-50 % between
each two successive batches throughout the summer (Table 8). According to our weekly
based monitoring, the growth rates were always the highest during the first 20-30 days of
culture within each batch and stock. This growth strategy could be related to the usual rapid
somatic growth reported for bivalve molluscs, as for many other species (Stearns, 1992), or
their need to reach a size-related refuge to protect from predation (Anderson and Connel,
1999) or even an optimization of juvenile growth to improve the fitness of further adult stage
(Abrams et al., 1996). From our knowledge, few studies investigated post-larval growth rate
of M. edulis, or its fluctuation through the summer season. Satuito et al. (1994) reported a
growth rate of 22 umd? from laboratory experiments on recently metamorphosed
M. galloprovincialis. Martel et al. (2014) used a rate of 25 um d* obtained from in situ
experiments on M. trossulus. Results obtained in this study are in accordance with values
obtained in other mussels species, as the mean growth rates measured through six batches
was 24.5 + 3.6 um d*.

The growth in bivalves is known to widely fluctuate as it is controlled by many
exogenous (temperature, composition and abundance of food supply, salinity, tidal exposure
and water flow, pollutants, and others) and endogenous (genotype, size and age, reproductive
status, maintenance and expenditure metabolism, and feeding behaviors) factors (see for
review Seed and Suchanek, 1992; Bayne, 2004; Gosling, 2015d). Face to stressful
environment, physiological trade-offs can increase energy expenditure to resist the thermal
stress (Petes et al., 2008; Fearman and Moltschaniwskyj, 2010) and reduce the storage of
energy when the food abundance declines (Bayne, 2004). Such trade-offs could have
inhibited metabolic investments for further post-larval growth in batches #5-6 collected after
mid-August, when food abundance and temperature started to decrease. More than a direct
stress effect experienced during their early ontogeny, spat from batches #3-6 could have
weakened their growth abilities because of stress effects on parents before the egg-laying
(Bayne, 1972; Bayne et al., 1975). To explain and link all these hypothesis, more

investigations could be oriented on (i) the local timing of spat metamorphosis, including the
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"desperate larva" and the "death before dishonor” hypotheses proposed by Bishop et al.
(2006), (ii) the "maternal effect™ on energy provisioning (Pl size) for larval development
(Bayne et al., 1975; Wolf and Wade, 2009), and (iii) the "transgenerational epigenetic
inheritance” and the influence of parents’ stressful experiences on the abilities of their
offspring (Bayne, 1972; Bayne et al., 1975; Ho and Burggren, 2010; Kovalchuk, 2012).
Based only on egg size obtained by PI values (Table 8), differential maternal effect seems
not to be involved in the important differential growth rate observed for the different batches
(cohort) collected over 12 weeks. The egg size measurements (PI) showed uniformity
(111.0 £ 0.4 um) between stocks used (BHA and HAM) and through all tested temporal
batches. This result could suggest that D-veliger larvae, at the beginning of their
planktotrophic stage (Bayne, 1976; Lutz and Kennish, 1992), seem to receive similar
maternal input for their future development. Our measurements are in accordance with initial
studies describing a size range of 100-120 um for the D-shaped stage of this species
(Jablonski and Lutz, 1980; Sprung, 1984).

The data of PII size corresponding to the size at metamorphosis showed different
patterns (Table 8), as the first cohort (batch #1) showed the lowest values (< 290 um) for
both stocks. Differences between stocks were observed only in batch #5, where PII size in
mussels from BHA submitted to heat stress was 20 % higher than control. Seasonal variation
of PII size has been already described in mussels from BHA by Martel et al. (2014), using
spat collected through several years between 1995 and 2009. PIl size values of this mentioned
study are in accordance with our results and stayed under 300 um in early summer then
increased as high as 380 pm on spat collected between July and August. We observed for the
first time that this trend is also observed in other stocks (HAM). Martel et al. (2014)
suggested that the increasing size at metamorphosis could be related to a metamorphosis
delay. This phenomenon concerning marine bivalve larvae has been well documented (e.g.
Bayne, 1965; Lutz and Jablonski, 1978; Pechenik, 1990) and considered as an extension of
the larval planktonic life in order to find a suitable habitat for survival and growth of post-
metamorphic individual (Bayne, 1965; Bishop et al., 2006; Pechenik, 2006). Several studies

identified the presence of triggering cues stimulating settlements and metamorphosis of
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marine bivalves, including trophic signals linked to modification of phytoplanktonic
communities (trophic settlement trigger) (Toupoint et al., 2012a; Lagarde et al., 2018; Leal
et al., 2018, Androuin et al., 2021), to water temperature (Bayne, 1964; Lutz and Jablonski,
1978; Bayne and Newell, 1983) or to chemical cues (Hadfield and Paul, 2001).

In this study, mussels were transferred in mesocosm after settlement and
metamorphosis events occurring in each lagoon (BHA and HAM). In both lagoons, the only
factor showing different values from batch #1 (in absence of potential metamorphosis delay
with Pll size <290 um) comparatively to all other batches (PII size > 320 um) was the
temperature, with values below 15 °C (Figure 24a). Thus, high water temperature could be
related to potential presence of metamorphosis delay of mussels or more important larval
growth resulting in larger pediveliger size ready to settle. For M. edulis, Martel et al., (2014)
showed that PII size could reach extreme values (until 422 um) when summer seawater
temperature reached maximal value of 23 °C, as observed in our study with a maximal PlI
size of 447 pm observed in mussels from batch #4. However, the batch #5 collected in HAM
lagoon from the mid to end—August showed lower P1I size of 308.4 + 5.6 pm in condition of
water temperature over 20 °C. This result contrasted to P11 size of 367.9 + 3.5 pum for mussels
collected in BHA during the same period and exposed to similar temperature pattern. During
this period, HAM lagoon was characterized by two-times more abundance of chlorophyll-a,
pico and nano-eukaryote and pico-cyanobacteria (Figure 24c, e, f, g). This trophic change
could stimulate the settlement at smaller size as soon as pediveliger larvae achieved their
competence to metamorphosis and confirm the presence of trophic settlement trigger
observed in this area by Toupoint et al. (2012a, 2012b). Another explanation for PII sizes
observed in batch #5 from both lagoons could be a different sensitivity of spat to high
temperature. Although the seawater temperature was significantly warmer in BHA until mid—
July, it is possible that mussel stock from HAM was more sensitive to high temperature,
potentially resulting in massive mortality of larger larvae, stimulating metamorphosis of
mussels with lower P11 size on batch #5-HAM collectors. Some results obtained with oysters
Crassotrea gigas demonstrated an inverse relationship between PII size and survival after

metamorphosis, showing higher resistance for smaller PII sizes (Lagarde et al., 2018). Since
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this batch-stock combination was the only to show > 50 % mortality rates after 70 days in
mesocosm, we also suggest that experienced stress during early ontogeny could generate
"latent” (Bayne et al., 1975, Pechenik, 2006) or “carryover" (Podolsky and Moran, 2006)

effects in survival of further juvenile development.

3.7.2  Selection on post-metamorphic mussels (> 1 mm)

Our laboratory experiment clearly indicated that the performance of spat originating
from BHA was based on selective thermal pressure of 24 °C for 85 h targeting a specific size
class of juveniles. In addition to our observations on peri-metamorphic stage (< 1 mm), heat
stress did not seem to affect the survival and lipid composition of juveniles (< 4.5 mm)
within 30 days after the exposition (Figure 25d). However, growth of intermediary size class
measured on 30 days was reduced by heat stress challenge by 15 % and 36 %, respectively
for shells and total dry mass. Exposition at 24 °C during 85 h impacted their growth
negatively, but was not enough to stimulate mortality of these juvenile mussels. This potential
performance decrease should be considered on a longer-term period (until adult stages), as
already discussed earlier (Bayne, 2004; Podolsky and Moran, 2006; Petes et al., 2008;
Fearman and Moltschaniwskyj, 2010) and could explain why the BHA stocks were not

systematically the most performant stock in the multi-year study of Guillou et al. (2020).

Despite this effect on growth, there was no difference of NL/PL ratio observed at this
spat size class. Polar lipids (PL) are hydrophilic charged head molecules (e.g. phospholipids,
sphingolipids, glycolipids) involved in cell membranes, while neutral lipids (NL) are
hydrophobic molecules (e.g. wax and sterol esters, triacylglycerols, free fatty acids, alcohols,
sterols) mostly constituting storage lipids, except for sterols involved in cell membranes
(Dalsgaard et al., 2003; Bergé and Barnathan, 2005; Couturier et al., 2020). Fatty acids
composition in PL reflects the physiological regulation for optimal functioning in membrane
activity (Hazel, 1995; Delaporte et al., 2005) whereas in NL it echoes the quantity and quality
of the food supply ingested by individuals (Dalsgaard et al., 2003; Helm et al., 2004). The
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overall mean total lipid content (NL +PL) measured in the present study was
49.3+1.6 mg g* (lipid dry mass). Since the heat stress reduced shell and tissue growth of
intermediate size class without any effect on NL/PL ratio, we suggest that physiological
processes involved in feeding behaviors (i.e. clearance rate, retention efficiency, absorption
and catabolism) (Bayne, 2004) were not impacted by thermal stress exposition.

According to Bayne (2004), net energy balance is the difference between energy
acquisition (food consumption) and energy expenditures (maintenance, growth and
reproduction). Without expenditure for reproduction during their somatic development, a
decrease in spat growth despite equal food consumption would suggest that a trade-off
occurred. Heat stress-related trade-off reallocates more energy towards physiological defence
mechanisms (Somero, 2002; Bayne, 2004; Petes et al., 2008). Instead of growth, energy
expenditures could get involved in synthesis of chaperone proteins like heat shock proteins
(HSP70 for bivalves) to improve thermal stress tolerance, cellular restoration, membrane
restructuration and protein homeostasis (Somero, 2002; Zippay and Helmuth, 2012; Brokordt
et al., 2015).

When larger BHA juveniles (4.5 — 7 mm) were exposed at 24 °C for 85 h, more than
40 % of mortality were observed comparatively to only 5 % in control (Figure 25a). Contrary
to the lower juvenile size (< 4.5 mm), heat stress seemed to eliminate less performant
individuals, as growth rates of surviving mussels were improved by 22 and 51 %,
respectively for shell growth rates and total dry mass comparatively to control mussels.
Hofmann and Todgham (2010) assumed that environmental thresholds represent the
windows in which physiological performances fluctuate from optimization to fail. The
temperature threshold for growth performance represents a narrower window than for
survival over chronic (tolerance threshold) or acute (resistance threshold) stresses. Reaching
tolerance threshold of an organism leads to an incapacity to maintain physiological stability
and increases the risk of mortality (Hoegh-Guldberg and Bruno, 2010; Hofmann and
Todgham, 2010). In genus Mytilus, thermal threshold fluctuates with species, developmental

stages, biogeographic area, season of the year and distance to the shore (see for review Zippay
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and Helmuth, 2012). In our experiment, the applied treatment was below the upper limit
defining lethal temperature (28.3 °C), used as a maximum thermal tolerance threshold for
M. edulis (Compton et al., 2007).

From our knowledge, no study investigated the seawater thermal tolerance on mussel
post-larvae and young juveniles’ stages. Experiments using young adults of M. edulis showed
that smaller individuals with higher energy requirements for maintenance had better survival
to elevated water temperatures maintaining positive scope for growth (energy available for
growth) after thermal treatment (Bayne, 1984; Leblanc et al., 2005). We suggest that
differential thermal resistance between size classes could be related to new energy
requirements for gonad development in larger juveniles. M. edulis become sexually mature
within its first year (Seed and Suchanek, 1992; Duinker et al., 2008), but the gonad
development can be initiated from October to November in the northern hemisphere
(Gosling, 2015d) on individuals from 2 to 7 mm, respectively under slow and fast growth
rate conditions (Seed, 1976). Such energetic requirements could thus explain the higher
growth measured in smaller juveniles (< 4.5 mm) from non-heat stressed mussels, but also
the weaker thermal resistance resulting in higher mortality of larger juveniles (> 4.5 mm)
exposed to heat stress. However, this hypothesis needs to be confirmed by further
investigations using histological analysis of gonads development. Lipids content estimated
by NL/PL ratio indicated nearly significant higher values (p = 0.07) for surviving mussels to
heat stress. The higher ratio indicated more energetic lipid accumulation and BHA mussels
seem to accumulate more energy in addition to higher growth rate. More accumulation of

energetic lipids could also be related to more reproductive investment (Lowe et al., 1982).

The mesocosm experiments demonstrated that a thermal pressure on a specific stage of
juvenile mussels (4.5-7 mm) induced a selection process to obtain more performant
individuals and could explain the usual higher performance of spat originating from BHA,
as this lagoon is the higher thermal spot in this area. "Selection™ was defined as mechanisms
resulting from environmental changes and leading to the evolution of some traits (Price et

al., 2003) in morphology, physiology, behavior, or life history, in order to provide a fitness
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advantage of the population (see for review Sanford and Kelly, 2011). Local adaptation is
the improving fitness of resident genotypes in their native habitat, as a result of interactions
between evolutionary forces like selection, genetic drift, mutation and migration (see for
review Kawecki and Ebert, 2004; Sanford and Kelly, 2011; Blanquart et al., 2013). The
diversifying effect of selection between populations must be opposed to the homogenizing
effect of gene flow by dispersion and migration between populations (Sanford and Kelly,
2011).

In the Tles-de-la-Madeleine archipelago, the peculiarities of BHA lagoon (shallow
water of 3-4m deep and water surface of 3 km?) are responsible for the earlier and greater
water warming in this lagoon (Bourque et al., 2014; Cyr et al., 2016; this study). With this
earlier warming, the reproductive activity is also earlier for mussels (Cyr et al., 2016; Guillou
et al., 2020), stimulating the presence of larger juveniles early in the summer (Chapitre 2).
The synchronicity between earlier water warming and the fast occurrence of large juveniles
in BHA lagoon increase the possibility to obtain the specific mussels size (4.5—7 mm)
susceptible to the thermal selective pressure and more performant spat for mussels culture.
Like highlighted by our survival rate measurements, the whole spat stock seems not fully
adapted to environmental conditions. Since BHA spat stock originating from three local wild
mussel beds in the lagoon (Toupoint et al., 2012a), spat from the same spawning event could
express different phenotypes with multiple thermal tolerance thresholds. Despite the
seawater currents inside of lagoons (1-5 cm s-1) and the open sea currents around the
archipelago (Koutitonsky et al., 2002; Guyondet and Koutitonsky 2008), lagoons remain
semi-enclosed and relatively isolated systems, limiting the great larval dispersion between
lagoons. Connectivity between water masses could be limited, therefore acting against the
genetic homogenization and stimulating the local adaptation inside BHA lagoon. Stearns
(1994) assumed that a trait genetically fixed by local adaptation may continue to be expressed
even when environmental conditions turned it detrimental, suggesting why BHA site is not

producing only resistant and performant spat, as observed in our experiment.
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We demonstrated in the present study the existence of a selective temperature in BHA
lagoon, probably acting as a key mechanism for the selection of spat with specific metabolic
feature, better resistance to stressful conditions, lower vulnerability to summer mortality
(Tremblay et al., 1998a; 1998b; 1998¢; 1998d; Myrand et al., 2000; 2002; 2009a; 2009b) and
better commercial, survival and growth performances in suspension culture (Myrand and
Gaudreault, 1995; Guillou et al., 2020; Chapitre 2).
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DISCUSSION GENERALE

Dans un contexte ou la population humaine continue de s’agrandir, la consommation
mondiale de produits de la mer est en perpétuelle augmentation. La mariculture constitue
depuis plusieurs décennies une industrie prometteuse pour garantir une sécurité alimentaire
durable et adaptée a la demande globale. Les bienfaits écosystémiques et nutritifs des
bivalves marins font de la conchyliculture une alternative extensive idéale. Toutefois, son
expansion se voit de plus en plus mise a I’épreuve par de multiples enjeux, dont les
contraintes environnementales ou les effets des changements globaux (Galparsoro et al.,
2020; Pernet & Browman, 2021). Malgré les diverses stratégies d’¢levages mises en pratique
dans le monde, la mytiliculture n’échappe pas a la régle et doit sans cesse se renouveler pour
faire face a ces enjeux. La production de moule en Europe, aussi diversifiée soit-elle, a
néanmoins decliné de 20 % ces 30 dernieres années (Avdelas et al., 2021). Les principales
causes sont davantage liées aux facteurs environnementaux qu’aux contraintes économiques
ou aux conflits entre les usagers du milieu marin (Avdelas et al., 2021). Au Canada, bien que
la production demeure stable depuis 2010, la mytiliculture québécoise subit une chute
marquée depuis une quinzaine d’années (Statistique Canada, 2020), attribuable entre autres,
a D’intensification de la pression de prédation par les canards migrateurs sur les sites
mytilicoles (Varennes et al., 2013; 2015a; 2015b). A I’échelle globale, il est reporté que les
causes de ce déclin sont exacerbées par un manque d’innovations concernant les procedures
d’¢élevage (Labarta & Fernandez-Reiriz, 2019) ainsi que par une perception erronée des effets

et impacts des changements climatiques sur 1’industrie mytilicole (Rodrigues et al., 2015).

L’objectif principal de cette thése de doctorat était de définir les modalités permettant
d’obtenir un stock de naissain de moule bleue de qualité, et induisant de hauts niveaux de
performance une fois placé en élevage. La zone d’étude choisie pour ce projet est 1’archipel

des Tles-de-la-Madeleine. Cette aire microgéographique constitue la principale région



productrice de moules dans la province du Québec, au Canada. Les problématiques
spécifiques étaient d’optimiser 1’approvisionnement et le grossissement des moules afin de
garantir une certaine pérennité de production pour I’industrie mytilicole déja en place, mais
aussi de permettre a de nouveaux producteurs de pouvoir s’installer. Dans un premier temps,
ce projet de recherche visait a évaluer les niveaux de performance de stocks de moule bleue
(Mytilus edulis) locaux, en fonction de leurs origines et de leurs sites d’élevage. Nous nous
sommes notamment intéressés aux variations des performances commerciales de ces stocks
(Chapitre 1) puis aux tendances de survie, de croissance et de condition physiologique des
moules, a la récolte (Chapitre 2). Dans un second temps, nous avons ciblé les mécanismes de
sélection permettant d’obtenir un naissain de moule de qualité afin d’optimiser le niveau de

performance de I’élevage de moules (Chapitre 3).

L’originalité de ce projet repose sur une utilisation optimisée de transferts croisés de
type "stock-site™ afin de décrire les liens potentiels entre (i) la variabilité environnementale
et (ii) les variabilités de survie, croissance, condition de I’individu, statut énergétique,
expression de géne, productivité et performance commerciale. Le tout en comparant des
environnements aussi contrastés que sont des milieux situes en lagune ou au large. Jusqu’a
présent, la majorité des études appliquant ces types de transferts ne s’était concentrée que sur
les variations de survie et de croissance (e.g. Dickie et al., 1984; Stirling & Okumus, 1994;
Penney et al., 2006; Hughes et al., 2016). L’originalité de ce projet repose également sur le
fait qu’il constitue la premiére étude ayant demontré expérimentalement I’existence d’une
pression de sélection, induite par la température et ciblant une certaine taille de post-larves
(4,5-7 mm). Cette sélection, permettant d’éliminer les individus les plus sensibles, serait a

I’origine de la performance du groupe de moules survivantes placées en culture.

Cette these étant présentée sous forme d’articles, chaque chapitre comprend déja un
résumé et une discussion ciblée sur les résultats respectivement présentés. Cette discussion
générale a donc pour but de mettre en évidence la portée de 1’étude et de tisser les liens
existants entre les chapitres, pour souligner les connaissances acquises concernant la

mytiliculture, tout en faisant état de certaines hypothéses qui n’ont pas pu étre Vérifiées ou
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considérées au cours de 1’étude menée, puis en présentant de nouvelles perspectives, non

exhaustives, de la recherche a entreprendre a la suite de ce projet de recherche.

1. CONNAISSANCES ACQUISES CONCERNANT LA MYTILICULTURE

Nos résultats ont mis en lumiere 1’existence d’une température sélectionnant des
juvéniles de moule et induisant une amélioration de la performance du groupe de naissain
survivant. Notre approche expérimentale, qui consiste a appliquer un stress thermique
semblable aux pics de températures estivales enregistrées dans le site de captage des Tles-de-
la-Madeleine (Québec, Canada — lagune du BHA), nous permet d’envisager qu’une
température sélective explique la performance différentielle des stocks de moules dans
I’archipel depuis plus de 25 ans. Les particularités de cette lagune — taille réduite (~3 km?) et
faible profondeur (3-4 m) — induisent un réchauffement précoce de la colonne d’eau. Ce
phénomene pose les bases du mécanisme de sélection du naissain de moule (Figure 26),
puisqu’il favorise d’abord 1’apparition des premiers évenements de ponte (dés la fin mai)
puis stimule la croissance estivale du naissain. Ainsi, ce site présente une forte probabilité
d’avoir des juvéniles de taille comprise entre 4,5 et 7 mm, au moment du pic de températures
estivales (3 a 7 jours ou 1’eau de mer atteint 22-24 °C, entre la mi-juillet et la mi-aodt). En
mésocosme, I’application d’un stress thermique semblable (24 °C pendant 85 heures) révéle,
apres 30 jours, une augmentation des taux de mortalité (37 %) ainsi qu’une amélioration de
la croissance de la coquille (22 %) et des tissus (51 %) des survivants. Cela suggére ainsi une
élimination du naissain sensible et moins performant au sein de cette classe de taille. La
sélection semble alors étre taille-dépendante puisque ce méme stress affecte la croissance de
juveniles de plus petite taille (< 4,5 mm) sans en modifier les taux de survie. Par ailleurs,

aucune sélection thermique ne semble affecter les performances des post-larves (< 1 mm).

L’existence d’une telle sélection (Chapitre 3) semble alors constituer la clé de la
performance d’élevage observée pour les stocks du BHA (Chapitre 1 et 2). Ce naissain

présente notamment une meilleure taille initiale pour commencer sa phase de grossissement,
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ainsi que de plus forts niveaux d’expressions de genes pour des enzymes associées a une
réponse au stress cellulaire et aux défenses antioxydantes (Chapitre 2). Durant son
grossissement, ce stock est moins sensible aux épisodes de mortalité massive induits par les
fortes températures (Myrand & Gaudreault, 1995; Tremblay et al., 1998a; 1998d; Myrand et
al., 2000), et maintient des niveaux de survies superieurs a 90 %, peu importe le site
d’élevage utilisé (Myrand & Gaudreault, 1995; Chapitre 2). La forte résistance de ce stock,
reliée a son plus fort taux d’hétérozygotic (Tremblay et al., 1998¢) permet aux moules d’avoir
une demande énergétique moindre pour leur métabolisme de base et donc, d’avoir davantage
d’énergie a investir dans la croissance, la reproduction et la résistance au stress (Tremblay et
al., 1998a; 1998b; Myrand et al., 2002; 2009a; 2009b). Lors de la récolte, cela se traduit par
une plus forte proportion de moules ayant atteint la taille commerciale (> 50 mm), une plus

forte masse marchande et donc de plus forts rendements commerciaux (Chapitre 1).

L’ensemble des transferts "stock-site” du projet ont révélé que 1’utilisation d’un site de
grossissement offshore, situé en pleine mer, constitue une stratégie d’élevage qui permet
d’optimiser la production mytilicole (Figure 26). La comparaison des conditions
environnementales des sites de croissance en milieu lagunaire (HAM) et en milieu ouvert
(BP) a systématiquement montré que les concentrations trophiques sont plus favorables en
lagune, mais que le milieu offshore apporte des conditions thermiques non stressantes en
saison estivale (Chapitre 1). En effet, la température critique de 20 °C, marquant le seuil d’un
stress physiologique chez M. edulis (Widdows, 1973; Incze et al., 1980; Myrand et al., 2000;
Rayssac et al., 2010; Hiebenthal et al., 2013; Cottrell et al., 2016; Clements et al., 2018),
n’est jamais atteinte en milieu offshore alors qu’elle persiste sur une période pouvant durer
20 a 30 jours en lagune. Sous un tel stress thermique, la moule de culture doit entreprendre
un trade-off, ou compromis physiologique, afin d’investir plus d’énergie dans les
mécanismes de résistance et de défense cellulaire, au détriment de son efficacité
d’alimentation, sa physiologie, ses reserves énergétiques, ses taux de croissance et ses
chances de survie (Bayne, 1972; 1976; 2004; Zippay & Helmuth, 2012). Lorsque grossies
dans le site de BP, les moules ont présenté des concentrations en TAG (triacylglycérols —

réserves énergétiques) 50 % plus élevées au moment de la récolte (Chapitre 2).
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Figure 26. Représentation schématique résumant les mécanismes d’obtention d’un naissain de qualité et les avantages d’une
production mytilicole en offshore (au large), tels qu’identifiés au cours du présent projet, avec un stock de naissain
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BHA = bassin du Havre-Aubert. BP = Baie-de-Plaisance. TAG = triacylglycérols. IC = indice de condition



Sans trade-off (compromis physiologique) et avec plus de réserves énergétiques, les
cinétiques de gamétogénese et de déclenchement de ponte favorisent 1’¢tat des moules
cultivées en pleine mer (Myrand et al., 2000; Séguin-Heine et al., 2014). La ponte survient
alors plus tard, notamment apres le maximum de température estivale (Chapitre 1). Par
ailleurs, I’avantage engendré sur le métabolisme des moules favorise leur croissance estivale
(26 %), double leur indice de condition et stimule la survie de tous les stocks (23 %)
(Chapitre 2). Une forte amélioration de la productivité est induite en milieu offshore, puisque
trois fois plus de moules de taille commerciale sont récoltées en fin de cycle de production.
De méme, la masse marchande des stocks récoltés est deux fois plus importante et finalement,
les revenus nets sont trois fois plus elevés, par rapport & ceux obtenus en lagune (Chapitre 1).
Malgreé des codts de production plus importants dans un modele d’élevage au large (longue
distance aux sites de production, quantité requise en ressources matérielles et humaines), les
avantages de 1’¢levage offshore entrainent une meilleure performance des moules,
notamment en termes de survie. Ces avantages engendrent de bons niveaux de productivité

et une forte performance commerciale.

Par le passé, beaucoup d’études ont utilise des transferts croisés de type "stock-site"”
pour démontrer que la performance de survie des bivalves est principalement influencée par
la variabilité du génotype associé au facteur "stock", alors que la performance de croissance
est essentiellement liée a la variabilité environnementale associée au facteur "site™ (Dickie et
al., 1984; Mallet et al., 1987a; 1987b; Mallet & Carver, 1989; Myrand & Gaudreault, 1995;
Stirling & Okumus, 1994; Penney et al., 2006; Hughes et al., 2016). Il est intéressant de
constater I’importance des conditions environnementales (facteur "site™) sur la performance
de survie des moules d’élevage. En effet, ce parametre de performance présente une
importante variabilité en présence de conditions estivales stressantes, telles qu’observées
dans la lagune du HAM (Chapitre 2).
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2. HYPOTHESES NON VERIFIEES DURANT L’ETUDE MENEE

e Transferts croisés de type "stock-site" et effets reportés

Dans ce projet de recherche, I’évaluation des niveaux de performance s’est faite selon
des transferts de stocks préleves a différentes échelles spatio-temporelles (sites de captage,
années, saisons) puis grossis dans divers sites. L’application de transferts croisés est une
méthode reconnue pour tester les effets d’interaction entre génétique et environnement
(G x E). Ces transferts permettent de mesurer les variations de fitness (valeur sélective) de
diverses populations (ou stocks) pour identifier la réponse phénotypique la plus performante
face a une multitude de parametres environnementaux (Conover & Shulz, 1995; Kawecki &
Ebert, 2004; Nuismer & Gandom, 2008; Sanford & Kelly, 2011; Blanquart et al., 2013). De
ce fait, I’approche appliquée n’a pas permis de tenir compte des effets éventuels survenus
durant le captage (excluant des effets sélectifs tels qu’observés au Chapitre 3). L historique
des stress environnementaux, la variabilité de la ressource trophique rencontrée, ou encore
I’intensité de la pression de prédation durant le captage, sont autant de facteurs ayant pu

impacter la performance des stocks, lorsque placés en site de grossissement.

Dans le cas du présent projet, on peut se demander si les géniteurs et/ou leur progeéniture
auraient pu subir des effets négatifs, non sélectifs, variables d’un site de captage a 1’autre
(Chapitres 1 et 2). De méme, avec une recupération des collecteurs opérée a I’automne
(naissain de 6 mois) puis au printemps suivant (naissain de 12 mois), on peut se demander si
deux stocks saisonniers (méme origine et issus des mémes évenements de ponte) n’auraient
pas été affectés differemment. La différence potentielle venant ici des conditions propres a
chaque site (d’origine ou d’élevage) durant ces six mois de captage prolongé (Chapitres 1 et
2). Bien qu’il ait été envisagé qu’une récupération des collecteurs aprés 1’hiver engendre une

amélioration des performances d’élevage, nos résultats n’ont pas pu valider cette eventualité.

Ces effets potentiels constituent des "effets reportés”, ou "carryover effects” (Podolsky

& Moran, 2006). D’origines diverses, ils peuvent se retranscrire sur chaque stade des cycles
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biologiques de la vie marine (Podolsky & Moran, 2006; Ross et al., 2016). Pechenik (2006)
parle d’ "effet latent” lorsque les expériences subies aux stades précoces du développement
ont des répercussions ne s’observant qu’aux stades juvenile et adulte. Ainsi, un retard de
métamorphose d’une larve de mollusque peut induire un déficit énergétique néfaste, lors du
développement juvénile (Pechenik, 2006). A I’inverse, on parle d’ "effet maternel”, ou
encore d’ "effet transgénérationnel reporté”, lorsque des évenements vécus par les adultes se
répercutent sur le phénotype de la progéniture (e.g. succes de recrutement) (Mousseau & Fox,
1998; Wolf & Wade, 2009; Ross et al., 2016). Chez M. edulis, il a été démontré qu’un stress
thermique appliqué aux géniteurs peut affecter la morphologie, les réserves en énergie et les
taux de croissance larvaires de leur progeniture (Bayne, 1972; Bayne et al., 1975).

Une maniére d’aller plus loin pourrait étre de reproduire et valider les niveaux de
performance obtenus dans ce projet, en milieu contr6lé. Une acclimatation des géniteurs en
condition commune permettrait de limiter les effets transgénérationnels reportés sur le
naissain. Par ailleurs, un élevage en "jardin commun" (common garden™) permet d’évaluer
la performance des stocks en conditions partagées, pour cibler le génotype dont la variation
phénotypique est la plus adaptée, ou performante (Kawecki & Elbert, 2004; Sanford & Kelly,
2011; Ross et al., 2016). A la maniére des transferts croisés de type "stock-site", qui
s’appliquent directement dans le milieu naturel, une expérimentation en "jardin commun"
s’opere en milieu controle afin d’évaluer I’effet d’un ou plusieurs parameétres en particulier.
Néanmoins, une telle expérimentation serait sGrement colteuse et difficile a appliquer sur
des cycles de production de deux ans, tels qu’appliqués dans notre étude. D’autant plus

qu’elle risquerait d’établir des résultats qui seraient ¢loignés de la réalité industrielle.

e Transferts croises de type "stock-site™ et adaptation locale

Nous n’avons pas confirmé si les bons taux de croissance des stocks du HAM en

lagune, et ceux des stocks de BP élevés en offshore, sont liés @ un phénomeéne d’ "adaptation
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locale" des stocks dans leurs environnements natifs respectifs, ou si les différences observées

sont liées a d’autres effets potentiels (Chapitre 2).

Une adaptation locale est définie par une amélioration de la valeur sélective (fitness)
d’un génotype résidant dans son habitat natif. Elle résulte de I’interaction des forces
évolutives (i.e. sélection de I’habitat ainsi que dérive, mutation et migration génétiques)
(Kawecki & Ebert, 2004; Sanford & Kelly, 2011; Blanquart et al., 2013). Deux études
appliquant des transferts réciproques (Mallet et al., 1987a; Stirling & Okumus, 1994) ont
démontré qu’un stock performant en milieu non favorable est d’autant plus performant une
fois placé en milieu favorable. Selon nos données, les stocks du HAM présentent les
meilleurs taux de croissance en milieu lagunaire (site de HAM — potentiellement exposé a un
stress thermique estival) et de bons taux de croissance en milieu ouvert (site de BP — non-
expose au stress estival). Dans ce dernier site, les taux sont similaires a ceux des stocks natifs
de BP et meilleurs que ceux provenant du BHA, considérés comme les stocks les plus
résistants et performants dans le présent projet (Chapitres 1 et 2). L’hypothése d’une
adaptation locale semblerait pouvoir se vérifier pour le naissain du HAM, performant en
milieu non favorable (HAM —site d’origine) et d’autant plus performant en milieu favorable
(BP). Par opposition, une "variation contre-gradient™ des phénotypes induit une meilleure
capacité de croissance (taux de filtration, d’ingestion et d’assimilation) pour des populations
provenant d’environnements plus froids. En expérimentation par transferts réciproques, ce
phénomene induit un "lissage" des différences de performance face aux conditions
rencontrées (voir pour revue Conover & Schultz, 1995). Selon ce phénomeéne, les populations
adaptées aux environnements chauds présentent de bonnes capacités de croissance en milieu
tempéré, alors que les autres ont une croissance optimisée dans une fenétre temporelle
restreinte, mais suffisamment efficace pour contrer les différences de performance en fin
d’expérience. |l est difficile de savoir si un effet contre-gradient pourrait s’observer avec les
stocks natifs de 1’étude, considérant les différences environnementales existantes entre les
sites. Ici encore, un suivi a haute fréquence des performances de croissance, mené en milieu
contrdlé au cours d’un cycle de production complet, pourrait fournir quelques éléments de

réponses pour expliquer les tendances spécifiques a chaque stock.
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e Survie en cage Vvs. survie en élevage

En condition expérimentale in situ, I’utilisation de cages permet de mener, de maniére
aisée, un suivi de la mortalité et de la croissance d’un groupe d’individus, tout en écartant les
effets des interactions biotiques (e.g. prédation). En culture en suspension, la perte de
production n’est pas uniquement liée a la mortalité stricte, puisque des pertes par chute, ou
glissement, peuvent survenir en fonction des conditions du milieu. La mortalité, d’un point
de vue industriel, pourrait alors davantage correspondre aux pertes associées a la mortalité

stricte couplées aux pertes par chute de moules.

Selon Lachance et al. (2008; 2011), la force d’attachement des moules est corrélée a la
production de byssus, qui varie selon I’intensité du stress subi durant 1’été. En condition
industrielle aux Tles-de-la-Madeleine, la perte de moules par glissement (“fall-off") a été
évaluée a 23-60 g boudin™ jour?, en période estivale (Lachance et al., 2011). Parallélement,
Nicastro et al. (2010) ont montré que la force d’attachement en milieu offshore est favorisée
par I’absence de condition stressante du milieu. Si I’on considére ces aspects-1a, les taux de
survie observés en cage pourraient avoir donné une estimation Iégerement décalée de la
réalité industrielle. De méme, en considérant que les pertes par glissement auraient pu étre
plus marquées en milieu lagunaire (site de HAM), il est possible que les différences de survie
entre nos deux sites d’élevage auraient pu étre amplifiées (Chapitre 2). Bien que cet aspect
puisse sembler assez négligeable, il pourrait étre intéressant d’estimer les pertes induites
aprés 18 mois de croissance dans les deux sites, et les comparer aux données de mortalités

strictes obtenues en cage.

o Comparaison des niveaux d’expressions de genes

Les résultats des analyses génomiques (Chapitre 2) ont montré que le naissain du BHA
présentait une forte expression de géne associé aux défenses antioxydantes (e.g. catalase) et
a la réponse au stress cellulaire (e.g. HSP70). Il semblerait judicieux de reproduire, dans un

premier temps, des analyses génomiques selon une approche en jardin commun ou par
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transferts croisés, pour les adultes en élevage (initialement prévu dans ce projet). En effet, il
n’est pas évident de savoir si les niveaux d’expressions mesurés sur les stocks de naissain
illustrent uniquement les différences de performance de leurs genotypes respectifs, ou si la
variabilité environnementale de chaque site de captage peut avoir exercé une influence sur le
niveau d’expression de géne observé. Néanmoins, nos résultats ont suggéré qu’il existait de
faibles différences des parameétres environnementaux entre les sites de captage, au moment

de la récupération des collecteurs et de I’échantillonnage du naissain pour ses analyses.

e Retard de la métamorphose

Dans le Chapitre 3, il est intéressant de constater que les larves ont retardé de plus en
plus leur métamorphose (taille de la PII) entre les lots #2 (batch #2 — captage au début juillet)
et lots #5 (batch #5 — captage a la fin aodt), alors que le seuil stressant de 20 °C était atteint
des les premiers jours du mois de juillet. Les liens des variations de la taille de la P1l avec la
température et les conditions trophiques (déclencheur trophique de fixation) sont discutés
dans I’article. Cependant, il semble difficile de savoir jusqu’a quelle taille la larve pourrait
se maintenir avant de finalement se métamorphoser. Pour chaque stock et lot analysé, on peut
se demander si la PII moyenne mesurée fait référence a un délai de métamorphose avéreé, ou
tout simplement a I’atteinte de la compétence larvaire (stade pédivéligere) dans des
conditions ayant favorisé une croissance rapide et donc de plus fortes valeurs de taille a la
métamorphose. Dans le cas d’un délai de métamorphose, on peut se demander s’il existe une
Pllmax ? Pour Mytilus edulis, les valeurs maximales reportées ont évolué de 415 um (Bayne,
1965 — Milieu controle), a 422 um (Martel et al., 2014 — Lagune du BHA) pour finalement
atteindre une taille maximale de 447 um (Chapitre 3 — Lagune du BHA). Considérant que la
morphométrie de la coquille larvaire des bivalves peut constituer un outil paléoclimatique
(Lutz & Jablonski, 1978) et que les valeurs maximales de Pl observées dans la lagune du
BHA ont peut-étre augmenté suite a 1’augmentation de la température de 1’eau du fait des
changements globaux (Galbraith et al., 2020), la perspective d’un programme de Suivi

commun des variations de température et de 1’évolution de la taille de la P1l chez différentes
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espéces pourrait constituer un outil supplémentaire pour suivre 1’évolution climatique dans
des zones aquacoles données. Néanmoins, les mécanismes et comportements associés au
retard de métamorphose sont bien connus pour les invertébrés marins (Bishop et al., 2006).

Ceux-ci se concrétisent toujours, soit par la métamorphose, soit par la mort de 1’individu.

3. PERSPECTIVES DE RECHERCHE

L’aboutissement d’un tel projet s’accompagne logiquement de questions, de nouvelles
idées d’explorations ou d’envies d’élargissements des connaissances acquises. Cette these
ouvre donc la porte a de multiples perspectives de recherches s’inscrivant dans le sillage des
contributions de I’étude, a savoir la sélection d’un naissain de qualité et I’intérét du

développement offshore de 1I’aquaculture. En voici donc quelques propositions.

e Validation des conditions d’application de la sélection observée

L’existence d’une pression de sélection, comme prémisse de 1’obtention d’un naissain
de qualité pour la mytiliculture, ne dévoile toujours pas I’enti¢reté du mystére de la
performance du naissain du BHA. D’autres études sont encore & mener pour valider

I’importance d’un tel phénomene.

L’effet d’une seule température a été testé en condition expérimentale (24 °C). Or, les
données du projet ont montré que le maximum thermique estival au BHA suit une variabilité
interannuelle en termes de température (22 — 24 °C), de durée (3 — 7 jours) et d’occurrence
(de mi-juillet a mi-ao(t). En considérant les probables augmentations de la température de
I’eau du golfe du Saint-Laurent dans les années a venir (Galbraith et al., 2020), et pour définir
les limites de la pression de sélection mise en lumiére, il semble nécessaire d’observer les
effets d’un stress thermique selon les gradients (i) de température et (ii) de durée de stress

induit. En reprenant le mode expérimental du Chapitre 3, il pourrait étre intéressant de tester
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les fluctuations de performance du naissain (4,5 — 7 mm) pour des températures (pas = 1 °C)
s’étirant de 20 °C (température critique) a 28 °C (température létale), ainsi que pour des
durees de stress (pas = 1 jour) variant de deux a sept jours, voire plus selon les niveaux de
mortalité induits. La mise en évidence d’un plus large éventail de températures sélectives,
effectif sur une large période, viendrait vérifier si une pression thermique sélective s’applique
tous les ans et de maniére homogene dans la lagune du BHA. Ou a I’inverse, s’il existe une
variabilité de I’effet sélectif chaque année, constituant ainsi les premiers arguments de la

variabilité interannuelle de la performance d’élevage (Chapitre 1).

Le Chapitre 3 défend I’idée que la sélection repose sur les liens entre un réchauffement
hatif de 1’eau, une ponte hative et une croissance rapide du naissain. Par ailleurs, il est discuté
dans D’article que la sensibilité du naissain (< 4,5mm) pourrait étre liée a I’initiation du
développement des gonades, pour cette classe de taille donnée. Un pic de chaleur arrivant
plus tardivement dans 1’été pourrait induire une meilleure efficacité de sélection, puisque
davantage d’individus fixés aux collecteurs auraient atteint une grande taille et initié le
développement de leurs gonades. Pour valider ces hypothéses dans le milieu naturel, il
pourrait étre envisagé d’immerger plusieurs collecteurs en début de saison de captage dans
la lagune du BHA. Un suivi a haute fréquence d’échantillonnage serait mené durant 1°été,
pour évaluer la proportion de naissain de taille > 4,5 mm, lors de I’apparition du maximum
thermique estivale. Ce point permettrait de vérifier qu’une majorité du naissain récupéré en
fin de saison a bien subi la sélection. En paralléle, une classification des stades de
développement des gonades pourrait étre menée, en adaptant la méthode par histologie
décrite par Duinker et al. (2008), qui ont utilisé une surface de tissue mantellique de
2 x 2 mm. Ce suivi permettrait de détecter le moment de la saison ou les juvéniles ont initié
le remplissage des acini (sacs glandulaires) par des cellules germinales immatures. Cette
phase marque 1’apparition de besoins énergétiques destinés au développement des gonades.
Son observation sur le naissain capte validerait I’hypothése que la sensibilité au stress est

taille-dépendante et reliée a I’initiation de la maturité du naissain.
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e Caracteérisation genétique du naissain sélectionné

Il'y a 25 ans, les analyses de la variabilité génomique se faisaient par estimation de
I’hétérozygotie (étude du polymorphisme allélique d’un locus donné, par électrophorese).
Ces analyses ont aujourd’hui laissé place a des méthodes plus récentes : e.g. expressions de
genes cibles évaluées via des marqueurs de séquences exprimees (microsatellites MS;
polymorphisme de nucléotide simple SNP; polymorphisme de long fragment amplifié
AFLP). L’intérét de ces méthodes est qu’elles permettent d’évaluer les niveaux de variabilité
génomique directement depuis I’ADN, plutdt que depuis les protéines qui en sont traduites
(Saavedra & Bachere., 2006; Gosling, 2015f). Dans le Chapitre 2, I’analyse des variations
d’expressions de genes a révélé que le naissain capté au BHA présentait de forts taux
d’expressions associés a une réponse au stress cellulaire (géne HSP70) et aux défenses
antioxydantes (géne catalase). Il a aussi été démontré que la résistance du naissain du BHA
est reliée a son taux élevé en hétérozygotie (Tremblay et al., 1998c), ce qui induit une
meilleure respiration mitochondriale (Tremblay et al., 1998b), une meilleure activité
lysosomale (Tremblay et al., 1998d) et une demande énergétigue moindre pour le
métabolisme de maintien (Tremblay et al., 1998a; 1998b; 1998d; Myrand et al., 2002).

Une comparaison des niveaux d’expressions de génes, sur des moules échantillonnées
juste apres 1’occurrence d’un stress estival, pourrait permettre de caractériser les différences
génétiques caractérisant les stocks locaux. En plus des genes utilisés au Chapitre 2, d’autres
pourraient servir pour caractériser 1’expression associée a certaines enzymes du métabolisme
aérobique, impliquées dans la  réduction mitochondriale du  dioxygene
(Cytochrome oxydase 1; Woo et al., 2011; Gallardi et al., 2021), la protéolyse (Cathepsin B,
Cathepsin L et Ubiquitin C; de Cerio et al., 2013; Gurney-Smith et al., 2013) et la glycolyse
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase et Lectin; Pales Espinosa et al., 2010; Gallardi
et al, 2021). Ou encore, d’autres enzymes du métabolisme anaérobique
(Malate deshydrogenase; Fields et al., 2006). L’ensemble de ces génes permettrait aussi de

faire le lien avec I’activité enzymatique mesurée par Tremblay et al. (1998b, 1998d).
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D’autres points d’investigations, mais non des moindres, seraient de poursuivre les
efforts de cartographie génétique des bivalves d’intérét aquacole. L’ordination de marqueurs
moléculaires le long du génome d’une espece donnée, nécessite un trés grand nombre de
marqueurs (MS, SNP, AFLP) pour pouvoir identifier et localiser rapidement des traits
quantitatifs de caractére d’intéréts (QTL, ou "quantitative trait loci") reliés a la performance
de croissance, la résistance aux maladies, ou encore la résistance aux conditions de
I’environnement (Gosling, 2015f; Abdelrahman et al., 2017) et servir d’information d’intérét
pour les programmes de production en écloserie (Liu & Cordes, 2004). Pour I’heure, cet
aspect de la génomique s’est développé que pour peu d’espéces élevées en aquaculture, et
concerne essentiellement des poissons comme par exemple : le saumon de 1’Atlantique
(Moen et al., 2009), le poisson chat (Wang et al., 2016), la truite arc-en-ciel (Campbell et al.,
2014) et le tilapia (Liu et al., 2014). Chez les bivalves, les travaux les plus avancés concernent

surtout I’huitre japonaise (Sauvage et al., 2010) et le pétoncle de baie (Li et al., 2012).

Pour la moule bleue, les travaux de Lallias et al. (2007; 2009) constituent les bases
d’une cartographie génétique pouvant servir aux études d’évaluation de la variabilité
génétique observable entre des stocks, comme ceux du présent projet. Trés récemment,
plusieurs travaux ont séquencé le génome de Mytilus galloprovincialis (Gerdol et al., 2020),
M. corruscus (Li et al., 2020 ; Yang et al., 2021) et de M. edulis (Corrochano-Fraile et al.,
2021). Une application directe de ces avancées a notre étude serait de voir (i) comment le
naissain performant et résistant du BHA se différencie du naissain moins résistant éliminé
par pression de sélection lors du maximum thermique, puis (ii) comment le stock performant
capté au BHA se distingue de celui provenant du HAM ; qui est relativement intéressant pour
I’industrie locale, mais moins performant que celui du BHA, malgré les 25 années de
transferts systématiques (Chapitre 1, 2 et 3). Les pistes de réponses les plus probables pour

expliquer le maintien des différences phénotypiques sont :

(i) L’homogénéisation des phénotypes nécessite une plus grande échelle de temps
(évolution) au BHA, or I’espérance de vie des moules peut atteindre 20 — 25 ans. 1l existe

aussi plusieurs bancs de géniteurs dans la lagune (Toupoint et al., 2012a) et de potentiels
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flux de génes avec I’extérieur de la lagune, tels que suggerés par les modéles

hydrodynamiques (Guyondet & Koutitonski, 2008).

(ii) Plusieurs bancs de moules sauvages ont été référencés dans la lagune du HAM
(Tremblay et al., 1998c). Il existe un fort potentiel de connectivité (flux de génes) avec
la lagune de GE, et avec le milieu ouvert (Guyondet & Koutitonski, 2008). Par ailleurs,
la cinétique de réchauffement de 1’eau dans la lagune du HAM, ne permet probablement
pas de stimuler les événements de pontes au printemps, la croissance rapide du naissain

et la sélection thermique, comparativement a la lagune du BHA (Chapitre 3).

e Application des mécanismes de sélection a d’autres sources de naissain

Si les mécanismes de sélection reposent effectivement sur la configuration (superficie
et profondeur) de la lagune du BHA, son application sur d’autres stocks de naissain pourrait
constituer un approvisionnement de qualité, mais provenant d’une autre origine. Dans un
premier temps, cette sélection pourrait étre appliquée aux différents stocks disponibles sur
I’archipel. Un prélévement de plusieurs moules adultes (> 50 mm) pourrait étre opéré la ou
des lits sauvages ont été identifiés (Tremblay et al., 1998c). Puisqu’aucun lit de géniteurs
provenant de I’extérieur des lagunes n’est connu, des prospections pourraient étre menées
pour définir des sources d’approvisionnement sauvage en milieu offshore. A défaut, un
échantillonnage pourrait étre effectué sur les structures mytilicoles (bouées et ancrages), tel
qu’effectué par Myrand & Gaudreault (1995). Une acclimatation en conditions optimales de
croissance serait opérée apres collection des géniteurs, telle qu’énoncée dans le Chapitre 3.
Les étapes d’écloserie (apports alimentaires, ponte induite par choc thermique, fécondation,
élevage larvaire) seraient menées en suivant les procédures et recommandations de Helm et
al. (2004). Enfin, une pression de selection serait appliquée sur des juvéniles dont la taille est
semblable a celle revélée au Chapitre 3 (4,57 mm). Lorsque le critére de boudinage est
atteint (proportion en naissain de 15 mm > 35 % — Chapitre 1), une évaluation des niveaux

de performance (taux de survie, de croissance et contenu lipidique — Chapitre 3) suffirait a
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comparer ’efficacité de la pression sélective exercée sur les différentes sources de naissain
utilisées. Cette procédure pourrait étre renouvelée avec des géniteurs provenant de 1I’extérieur
a larchipel (e.g. Ile-du-Prince-Edouard, Nouveau-Brunswick, Nouvelle-Ecosse).
Ultimement, les mécanismes de sélection permettant d’obtenir un naissain de qualité, peu
importe 1’origine des géniteurs, pourraient établir les bases d’une production en écloserie. Un
tel procédé permettrait de produire un naissain plus performant que celui capté dans le milieu

naturel, et disponible pour I’industrie mytilicole du sud du golfe du Saint-Laurent.

e Prédire ['avenir de la mariculture dans le golfe du Saint-Laurent

Les mécanismes de sélection du naissain, basés sur la cinétique du réchauffement de
I’eau, pourraient étre appliqués aux modeéles de prédiction liés au changement climatique
(e.g. Steeves et al., 2018). L’utilisation de ces modeles servirait a définir a quel moment les
profils thermiques permettront d’observer un tel phénoméne dans une autre zone mytilicole

de la région (e.g. golfe du Saint-Laurent).

L’avenir de la mytiliculture dans la région pourrait étre menacé si les pratiques
d’élevage restent concentrées dans les zones cotiéres. En effet, les modeles de prédictions
des milieux conchylicoles cétiers ont défini une augmentation du nombre de jours consécutifs
ou la température de I’eau est au-dela des 22 °C (Steeves et al., 2018). Selon les données,
cette durée passerait de 7 jours par an en moyenne dans la période 1986 — 1990, a plus de
50 jours par an pour la période 2046 — 2050. Si une augmentation de la croissance annuelle
des bivalves est envisagée sous I’effet de I’accroissement des températures (Steeves et al.,
2018), I’augmentation de leurs besoins nutritifs induira aussi une forte pression sur les
communautés phytoplanctoniques (Filgueira et al., 2016), et abaissera la capacité de support
de certaines zones d’élevage cotier (Guyondet et al., 2015). Les interactions entre
augmentation des températures et limitation en ressources nutritives induiraient ainsi une
augmentation des taux de mortalité des moules (Clements et al., 2018). Face au changement

climatique, il existe trois grands types de réponses des individus, populations, ou espéces :
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I’acclimatation, 1’adaptation et le déplacement. Les ectothermes marins peuvent s’acclimater
en déplacant les limites de leurs fenétres thermiques, cela impliquant des trade-off
physiologiques (Portner, 2001). Les organismes adaptés sont ceux ayant pu développer une
meilleure capacité de ventilation et de circulation de 1’oxygene, pour garantir le maintien
d’une capacité aérobie positive (Portner, 2001; 2002). Enfin, Jones et al. (2010) ont déja
reporté un déplacement vers le nord (350 Km) de la limite géographique (température létale)
de la moule bleue, le long des cotes Atlantique américaines entre 1960 et 2006. A 1’échelle
du golfe du Saint-Laurent, une intensification de la mytiliculture vers les régions du nord
(Gaspésie, Cote-Nord) pourrait également étre envisageable a moyen-long terme, dans un
contexte de réchauffement. Certaines études supportent que 1’élevage de 1’huitre américaine
sera plus adapté que celui de la moule bleue (Callaway et al., 2012; Filgueira et al., 2016;
Steeves et al., 2018). Pour I’heure, il semble primordial de protéger la source
d’approvisionnement en naissain performant (BHA) pour la mytiliculture des Tles-de-la-
Madeleine. Pour éviter un déclin de la densité des géniteurs dans cette lagune, des
programmes d’ensemencement de moules adultes pourraient étre renouvelés de la méme
maniere que cela fut opéré en 2009 (Cyr & Bourque, 2012). Parallélement, les méthodes
d’élevage mytilicole en pleine mer semblent étre une stratégie importante a développer, afin

de contourner certains problemes liés au réchauffement des masses d’eau.

e Enjeux et perspectives du développement offshore de I’aquaculture globale

L’aquaculture offshore globale se situe toujours dans un état initial. Les résultats
encourageants du présent projet (Chapitre 1 et 2) constituent des arguments supplémentaires
pour promouvoir le développement de 1’élevage maricole au large, aussi bien sur une échelle
microgéographique comme celle de la zone d’étude choisie (Iles-de-la-Madeleine), que sur
une échelle plus régionale (golfe du Saint-Laurent), voire globale. Les enjeux et
problématiques associés a ce mode d’élevage s’inscrivent donc dans une réflexion globale,
bien que les bénéfices de la conchyliculture offshore soient de plus en plus référencés (e.g.
Langan, 2012; Mizuta & Wikfors, 2019; Weitzman et al., 2019; Mascorda Cabre et al., 2021).
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Du point de vue industriel, I’¢levage au large nécessite un équipement plus adapteé face
aux turbulences (filiere, bateau, équipement de remontée de la production submergeée),
induisant alors des colts globaux plus importants qu’en élevage cotier traditionnel. L’étude
technico-commerciale du projet (Chapitre 1) a démontré une amélioration des revenus nets
(x 3) dans le site de BP. Cependant, seuls les colts de revient et codts variables (e.g. duree
nécessaire pour se rendre sur les sites d’élevage, temps de travail moyen passé pour chaque
opération de production) ont été pris en considération. Il pourrait étre intéressant d’évaluer
la rentabilité d’un tel plan d’affaires en considérant I’intégralité des dépenses associées, dont
tous les frais fixes. La recherche constante de nouvelles stratégies pour réduire ces colts a
encouragé le développement des plateformes multi-usages en offshore, comme Il'association
de la mytiliculture et des parcs éoliens (Ferreira et al., 2009; Griffin et al., 2015) ou encore

’aquaculture multitrophique intégrée (Troell et al., 2009; Chopin, 2013; Buck et al., 2018).

Du point de vue administratif et de gouvernance, le développement offshore généralisé
a divers secteurs a induit une accélération de la compétition pour I’espace océanique (Yates
& Bradshaw, 2018). Les temps de prospection et d’organisation de 1’espace marin
représentent un point critique pour le développement de 1’aquaculture au large, malgré
I’existence et la connaissance de nombreuses zones aux conditions adaptées pour la
mariculture (Kapetsky et al., 2013; Oyinlola et al., 2018; Weiss et al., 2018). Les différents
acteurs de 1’aquaculture espérent que ce développement en haute mer s’accompagne d’une
amélioration des procédures politiques et d’une accélération de I’attribution des permis
d’exploitation. Il est également souhaité que 1’élevage au large soit 1’occasion de renforcer
davantage la coopération scientifique, politique et industrielle. Une telle coopération
permettrait de garantir la performance de la mariculture offshore, en associant rentabilité

pour le producteur et biosécurité alimentaire pour le consommateur (Galparsoro et al., 2020).

Du point de vue sociétal, les bienfaits de 1’aquaculture ne sont pas assez connus
(Alleway et al., 2019) et I’élevage intensif peut générer une image négative sur la
conchyliculture (Gentry et al., 2017). Une amélioration de la perception du public pourrait

étre induite en exposant les changements des pratiques et en mettant en avant les effets
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bénéfiques de 1’élevage offshore (Mascorda Cabre et al., 2021). Certains auteurs mentionnent
I’importance de souligner que ce type d’élevage représente une alternative puissante face aux
effets du rechauffement de 1’cau (e.g. Mizuta et al., 2019; Chapitre 1 et 2), produisant une
ressource durable pour I’alimentation humaine (e.g. Suplicy, 2020) et proposant un ensemble
d’habitats physiques et de structures d’agrégation biologique (e.g. Callier et al., 2018,
Clavelle et al., 2019) ainsi qu’une multitude de zones de protection et de conservation de la

biodiversité marine (e.g. Le Gouvello et al., 2017, zu Ermgassen et al., 2020).

4, CONCLUSION

Pour conclure, le présent projet apporte de nouveaux éléments de réponse pour
optimiser I’approvisionnement en juvéniles et le grossissement de moules en site d’élevage.
Ce travail doctoral constitue la premiére étude démontrant I’existence d’une pression de
sélection induite par des patrons de température. Cette pression sélective agit comme
prémisse de I’obtention d’un naissain de qualité, dont la résistance et la performance en
condition d’élevage sont les garants d’une productivité et de rendements commerciaux
importants. Les résultats obtenus au cours de ce projet constituent également des arguments
puissants pour promouvoir le développement de I’aquaculture au large. L’approche
comparative, mise en pratique, démontre ’alternative durable et rentable que constitue cette

stratégie d’¢levage face aux conditions stressantes observables dans 1’environnement cotier.

La portée de ces travaux de recherche s’inscrit dans la lignée de I’ensemble des travaux
menés depuis presque 30 ans, visant a garantir la pérennité de la production mytilicole
queébécoise. Dans ce sens, le présent projet de doctorat a démontré 1’intérét de protéger et
d’exploiter de maniére durable les gisements naturels de géniteurs, mais aussi de promouvoir
1’élevage au large afin de mieux appréhender et contourner les contraintes des changements
environnementaux a venir. Enfin, le mécanisme de sélection mis en lumiere ouvre de
nouvelles pistes de développements concernant 1’approvisionnement en naissain pour la

mytiliculture.
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