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L INTRODUCTION 

L'huître creuse japonaise Crassas/rea gigas a été introduite en Europe au début des années 
soixante-dix afin de palier aux problèmes d'épizooties que l'on rencontrait sur l'huître creuse 
portugaise Crassas/rea angula/a. En effet, cette espèce a été décimée par l'iridovirose 
(affection parasitaire des branchies). Il s'en est suivi une importation de géniteurs de 
Crassas/rea gigas provenant de Colombie Britannique (Canada) et de naissain de la 
préfecture de Miyagi au Japon. Les huîtres du Canada provenant de la même préfecture, le 
gisement français est constitué de la « race Miyagi » (Moraga, 1989; Grizel, 1988; Ozaki et 
Fujio, 1985). 
Depuis, cette espèce s'est largement répandue dans les bassins ostréicoles et son importance 
économique est grandissante. En effet, la production d'huître creuse a atteint 150.000 tonnes 
en 1995, loin devant l'huître plate Ostrea edulis (2.300 tonnes). 
Les scientifiques de 1 'lFREMER ont donc entrepris de vérifier si parmi ces animaux, certains 
possédaient de meilleurs rendements concernant des caractères comme la nutrition ou la 
respiration. 
C' est dans ce cadre que le programme « Genephys 1996-2000», soutenu par l'Union 
Européenne, cofinancé par la région Poitou-Charentes et coordonné par la station 
d'lFREMER La Tremblade a été mis en place. 
Il vise à établir les relations entre les caractères physiologiques impliqués dans la croissance 
et leurs bases génétiques. L'objectif final étant d'évaluer les possibilités de sélectionner des 
huîtres creuses possédant de meilleurs rendements métaboliques. 
Le projet a donc été défini pour mettre en évidence la variabilité de croissance à partir d' un 
lot de différentes origines (Arcachon, Bonne Anse, Port des Barques et la Seudre) 
correspondant à la génération « Go » et représentant les populations naturelles des principaux 
lieux de naissain de captage en France. 
Cette première génération a été obtenue en conservant une base génétique la pl us large 
possible pour pouvoir ensuite évaluer le potentiel de sélection dans l'espèce à partir des 
générations suivantes. On obtient donc, après croisement des géniteurs, une génération « G1 » 
à partir de laquelle on sélectionnera les individus les plus contrastés pour les croiser et ainsi 
aboutir à la génération « G2 ». 
Durant ce stage, deux axes principaux ont été développés avec tout d'abord la reproduction et 
le suivi d'une deuxième génération d'huître, puis un aspect sanitaire avec le problème lié à un 
virus de type Herpès affectant les élevages larvaires et le naissain d'huîtres. 
En effet, une première tentative de croisement d'une population « G1 » de Bonne Anse n'avait 
pu être menée à bien à cause de ce même type de virus (Lemery, 1997). 
L'objectif d'un deuxième croisement d'huîtres provenant de Bonne Anse étant d'effectuer un 
suivi de croissance du stade larvaire jusqu'à la post-fixation sur ces animaux en tentant 
d'expliquer l'hétérogénéité de croissance entre les lots. 



A. Présentation d'IFREMER 

L'IFREMER (Institut Français de Recherche pour l'Exploitation de la MER) est l'organisme 
français de recherche et de technologie marines, né en 1984 de la fusion du CNEXO (Centre 
National pour l'Exploitation des Océans) et de l'ISTPM (Institut Scientifique et Technique des 
Pêches Maritimes). 

C'est un établissement public à caractère industriel et commercial (EPIC) qui regroupe 1200 
personnes sur une trentaine de sites géographiques. Le budget global d'IFREMER approche le 
milliard de francs . 

Le dénominateur commun des activités d'IFREMER est le milieu marin. 
Les thèmes peuvent être regroupés en quatre catégories-types : 

• la recherche fondamentale , souvent menée en collaboration avec des universités ou 
d'autres organismes publics, couvre des domaines très variés allant des géosciences 
à la biologie des organismes marins en passant par de nombreuses autres spécialités 
liées à la mer. 

• les développements en technologies marines couvrent des besoins internes ou de la 
communauté scientifique et industrielle, pour promouvoir de nouvelles techniques 
dans les industries de la mer. 

• le suivi des ressources halieutiques et aquacoles, et la surveillance de 
l'environnement marin permettent d'établir des diagnostics fondés dans ces 
domaines. 

• la mise à la disposition de la communauté scientifique d'une flotte océanographique 
hauturière et de moyens à la mer performants. 

Ces moyens et le savoir-faire IFREMER peuvent éventuellement être l'objet de prestations 
commerciales. 



Implantation d'IFREMER 
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Organisation générale d'IFREMER 

L'organigramme décrit ci-dessous les 6 principales directions de l'lnstitutjouant 
un rôle opérationnel dans le domaine scientifique et/ou technique. 
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Comme son nom l'indique, les activités de la DR V couvrent l'étude de toutes les espèces 
vivantes de la mer, faune et flore, ainsi que l'exploitation qui en est faite. 
Le secteur économique de la pêche et de l'aquaculture est important, et la Direction des 
Ressources Vivantes travai ll e en concertation avec les professionnels, les administrations en 
charge de ce secteur, qu'elles soient nationales ou européennes. 
La DRV se compose de trois départements et un service: 

• le Département des Ressources Halieutiques (RH), 
• le Département des Ressources Aquacoles (RA), 
• le Département "Valorisation des Produits" (VP), 
• le Service d'économie Maritime (SEM). 



Station de La Tremblade 

Le laboratoire de Génétique Aquaculture et Pathologie (GAP) fait partie de la Direction des 
Ressources Vivantes. Il a été créé à la fin de l'année 1994, suite à une réorganisation de 
l'ancien laboratoire des Ressources Aquacoles de La Tremblade, puis remanié en 1996. 
Initialement composé de quatre unités de recherche : 

• l'Unité de Recherche en Génétique (URGE), 
• l'Unité de Recherche Aquacole en Poitou-Charentes (URAPC), 
• l'Unité de Recherche Aquacole en Pays de Loire (URAPL), 
• l'Unité de Recherche en Pathologie et Immunologie Générales (URP1G), 

le laboratoire est désormais éclaté en trois laboratoires distincts : 

• le laboratoire Génétique, Aquaculture et Pathologie (GAP), sous la direction 
d'André GERARD, 

• le laboratoire Régional Conchylicole de Poitou-Charentes (RCPC), sous la 
direction de Philippe GOULLETQUER; 

• le laboratoire Régional Conchylicole des Pays de Loire (RCPL), sous la direction 
de Jean-Pierre BAUD. 

Outre le développement de programmes thématiques spécifiques à la génétique et à la 
pathologie générale, l'association au sein d'un même laboratoire de pathologistes et de 
généticiens, relève de particularités des maladies infectieuses chez les invertébrés marins, et 
plus particulièrement des moyens de lutte contre ces dernières. 

Les principaux objectifs du GAP, visent essentiellement à développer des programmes sur les 
mollusques bivalves, dans le domaine de: 

• la pathologie : 
Surveillance des ressources conchylicoles, identification des agents pathogènes, description 
de leur cycle de développement, mise au point des techniques de reproduction expérimentale 
des maladies, développement d'outils performants de diagnostic utilisables à des fins de 
recherche ou de contrôle, étude de l'impact de ces maladies et de leur évolution géographique 
et temporelle, étude des mécanismes cellulaires de défense mis en jeu par les mollusques 
dans certaines maladies. 

• la génétique : 
Obtention de souches résistantes ou tolérantes aux maladies pour essayer d'apporter des 
réponses aux épizooties qui remettent en cause les productions; création de souches ou de 
lignées présentant de meilleures performances de croissance, de qualité de chair, une 
meilleure adaptation aux conditions de milieu d'élevage ou éventuellement de faibles besoins 
métaboliques. 



Matériel de laboratoire 

Le laboratoire GAP (Génétique Aquaculture et Pathologie) de la Tremblade est divisé en deux 
bâtiments principaux. 

Le premier est réservé à la pathologie et est constitué de: 

o 7 pièces réparties en salle des centrifugeuses, salle d' histologie, salle de préparation 
pour la microscopie électronique, salle de culture cellulaire, de bactériologie et 
d' électrophorèse enfin 2 salles pour la biologie moléculaire. 

o 1 salle de manipulation de radioéléments. 
o l salle climatisée pour le microscope électronique à transmission. 
o 1 laboratoire photo, 1 salle de rangement, 1 laverie. 
o 8 bureaux, 1 salle de réunion et 1 bibliothèque. 

Le deuxième bâtiment est réservé à la génétique et contient: 

o 7 salles humides (Quarantaine, Micronurserie, Maturation, Conservatoire de 
souche, Elevage larvaire, Physiologie, Manipulation des agents pathogènes des 
mollusques sans rejet en mer. 

o 2 salles de production de phytoplancton et 1 laverie.-
o 1 laboratoire de biométrie et 1 salle informatique. 
o 8 annexes techniques. 

Il faut ajouter 4 bassins de 300 ml de réserve d'eau de mer, 23 pompes de 10 à 300 ml/h, de 
kilomètres de tuyauterie, une station de stérilisation au chlore des eaux de rejet, 4 bassins de 
20 ml pour la production de phytoplancton. 

Le matériel principal est constitué de: 

o 9 microscopes dont 2 équipés en épifluorescence. 
o 1 projecteur de profil V-12A Nikon avec transmission automatique des données 

vers un ordinateur pour les mesures de croissance larvaire. 
o l analyseur d' image SAMBA TM 2005 d'Alcatel TITN ANSW ARE avec un logiciel 

pour la l'analyse de la ploïdie 
o 1 dispositif vidéo couleur composé d'une caméra 3-CCD, d'un moniteur haute 

résolution, d' une imprimante vidéo couleur UP-5000, d' un enregistreur photo 
MA VlCA et d 'un magnétoscope médical SONY SVO-9500 MDP. Ce matériel 
permet entre autre l'archivage d' images comme des développements 
embryonnaires, des élevages larvaires ... 

o l congélateur -80ee. 
o 1 étuve CO2 FORMA SCIENTIFIC. 



B. Présentation du programme « GENEPHYS 1996-2000 ». 

Ce programme établi sur une durée de 5 ans est coordonné par La Tremblade. 

* Les intervenants francais . 

• IFREMER La Tremblade (GAP). 
• IFREMER Bouin. 
• IFREMER Brest. 
• IFREMER Palavas. 
• CREMA l'Houmeau. 
• Laboratoire Génome et Population, Montpellier, CNRS. 
• Observatoire Océanologique de Villefranche/mer, CNRS. 

* Les intervenants étrangers. 

• Institute of Marine Biology ofCreete, Crète, Grèce. 
• University College of Galway, Galway, Irelande. 
• Plymouth Marine Laboratory, Plymouth, Angleterre. 

* Les objectifs. 

Mettre en évidence, sur plusieurs générations, des relations entre certains caractères 
physiologiques comme la respiration, la digestion, l'excrétion et leurs bases génétiques 
(variabilité intra et inter-population). 

* Les différentes étapes. 

• Constitution de la Go 
4 populations naturelles provenant de l'estuaire de la Seudre, du bassin d'Arcachon, de 
l'estuaire de la Charente et de la baie de Bonne Anse ont été recueillies. Elles constitueront la 
génération Go de départ. 

• Constitution de la G I : le 15 avril 1996 
A partir de la Go, 5 mâles et 5 femelles par population seront tirés au sort pour être croisés 
avec les autres géniteurs selon tous les arrangements possibles. La génération G I est donc 
obtenue avec 400 croisements (20 x 20). Pour conserver le maximum de variabilité, 
notamment au niveau croissance, plusieurs cohortes de fixation (pseudo-cohortes) seront 
effectuées afin de garder tous les individus avec leurs variations. On aura ainsi une tête et une 
queue de lot selon que les animaux sont précoces ou tardifs lors de la fixation. 

• Constitution de la G2 : à partir du 10 avril 1997 
On croise une des 4 populations G I constituée de géniteurs sélectionnés (marqués) et non 
sélectionnés (non marqués) par un mâle ou une femelle testeur d'une autre population. Les 
individus sélectionnés de même sexe sont croisés par le même géniteur. 





Il MATERIELS ET METHODES 

A. Matériel biologigue. 

J. Classification: 

Embranchement : Mollusques 
Classe: Bivalves Lamellibranches 
Ordre: Filibranches 
Sous-ordre : 
Super-famille : 
Famille: 
Genre : 
Espèce: 

2. Biologie: 

Anisomyaria 
Oestreioidae 
Oestreidae 
Crassostrea 
Gigas 

L'huître creuse Crassos/rea gigas est une espèce vivant au niveau de l'infralittoral jusqu'à -
J5 mètres, fixée sur des fonds meubles ou durs. 
La fécondation est externe avec un mode de reproduction hermaphrodite alternatif, les 
animaux changeant de sexe d'une année sur l'autre. 
Le nombre d'oeufs varie entre 20 millions et 100 millions par ponte. 
Le premier stade larvaire est atteint après 6 à 8 heures, c'est la larve trochophore. 
On parle ensuite de larve véligère (larve D) à 24 heures. 
C'est au niveau du 20,ème jour que l'on observe des tâches occulaires et un peu plus tard un 
pied, c'est le stade pédivéligère (apparition du pied pour la fixation). 
La métamorphose suit la fixation et l'on parle de naissain après 1 ou 2 mois. 



Larves véligères (larves D) 

Larve pédivéligère 

Larve fixée sur microbrisures 



B. Méthodes. 

Après la perte de la première génération de G2 de Bonne Anse infectées par l'Herpès virus, un 
vide sanitaire a été organisé afin de réduire au maximum les risques de contamination d'un 
élevage à l'autre. Ensuite, avant de relancer un deuxième élevage de G2 de Bonne Anse, une 
population d'huîtres creuses d'Arcachon a été croisée pour vérifier que les conditions 
d'élevage ne posaient plus de problème. 
Ce croisement a été appelé G2 test Arcachon. 

1. Obtention de la G2 test (Arcachon): 

* Choix des géniteurs: 
9 géniteurs marqués provenant de la population d 'Arcachon sont croisés par deux testeurs 
mâle et femelle provenant de gisement naturel. En parallèle, 30 individus non marqués (non 
sélectionnés) sont également croisés par ces mêmes testeurs. 

* Croisement: 
Après sexage des individus marqués, on a identifié 3 mâles et 6 femelles . Pour les 30 
animaux non marqués la proportion de mâle et de femelle est respectivement de 14 et 15 . 
Il est à noter que l'on a rencontré un individu hermaphrodite. On procède ensuite à la 
scarification des gonades (stripping) sur tous les animaux sauf l' hermaphrodite qui n'a pas été 
utilisé dans le croisement pour des rai sons évidentes de contrôle de la fécondation. 
Un comptage des ovocytes et des spermatozoïdes est effectué sur des cellules de Malassez et 
de Thoma afin de déterminer le nombre de gamètes par millilitre (Annexe 1). On en déduit 
alors le nombre de millilitre qu ' il faut utiliser par géniteur pour chaque fécondation . Chaque 
croisement est placé dans une cuve de 30 litres, les individus non marqués sont regroupés en 
4 lots mâles et 4 lots femelles. Un croisement entre les deux testeurs est pratiqué pour vérifier 
le pouvoir fécondant des gamètes de chacun. 

On aura au total 18 lots répartis de la manière suivante: 

• 9 lots de géniteurs marqués (6 femelles + 3 mâles). 
• 8 lots d' individus non marqués (4 femelles + 4 mâles). 
• 1 lot testeur mâle par testeur feme lle: TM x TF 



2, Obtention de la G2 (Bonne Anse ): 

* Choix des géniteurs: 
24 individus marqués provenant de Bonne Anse et ayant été suivis régulièrement sont croisés 
par deux animaux testeurs prélevés sur un gisement naturel. De même 25 individus non 
sélectionnés sont croisés par les mêmes testeurs. 

* Croisement: 
Une fois le sexage effectué on a identifié 13 mâles et Il femelles parmi les individus 
marqués, 9 mâles et 16 femelles parmi les individus non marqués. De la même manière que 
pour la G2 test on procède à la scarification, au comptage des ovocytes et des spermatozoïdes, 
puis à la fécondation en ne faisant qu ' un lot de non sélectionnés mâles et un lot de non 
sélectionnées femelles. 

Au total on a 26 lots répartis dans autant de 30 litres. Les différents lots sont les suivants: 

• 24 lots de géniteurs marqués (13 mâles + Il femelles) . 
• 2 lots d' individus non sélectionnés (l mâle + 1 femelle). 
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3. Elevage larvaire: 

Les lots sont donc dans des jarres de 30 litres contenant de l'eau de mer filtrée à 2~m, situées 
dans une pièce à température régulée, la salinité est également contrôlée et un bull age est mis 
en place dans chaque cuve. La nourriture quotidienne est constituée d'algues 
phytoplanctoniques (Te/rase/mis suecica, Isochrisis ga/bana, Pavlova /utheri). 

Toutes les 48 heures une filtration sur des tamis adéquats est effectuée afin de recueillir les 
larves pour les dénombrer et les mesurer. Trois prélèvements de 100~1 déposés sur une 
cellule quadrillée sont suffisants pour l'observation du niveau de développement et de l'état 
de santé des larves. Après avoir formolé les 3 échantillons, l'estimation du nombre de larves 
est réalisée en faisant la moyenne du nombre de larves obtenu dans chaque prélèvement de 
1 00 ~l,Le nombre d'individus obtenus par goutte est ensuite rapporté au volume dans lequel 
se trouve l'ensemble des larves. On a ainsi une bonne évaluation de la quantité de larves dans 
chaque lot. 

Les mesures se font ensuite au projecteur de profil relié au logiciel Quattro Pro. 30 larves sont 
mesurées pour obtenir une bonne estimation de la moyenne et de l'écart type. On note ainsi 
tous les 2 jours la croissance moyenne de chaque lot avec une augmentation de la taille en 
~/jour. 



4. Fixation: 

A partir du 20;èrnc jour environ, les larves commencent à être oeillées et à rechercher un lieu 
de fixation pour la métamorphose (larves pédivéligères). Elles sont alors transférées dans des 
tamis de l50llm avec de la microbrisure pour permettre aux animaux de se fixer. 
On met un maximum de 50.000 individus par tamis afin d'éviter les problèmes de densité. 
Le diamètre des mailles est ensuite augmenté au fur et à mesure de la croissance. 



Projecteur de profil V-2A NIKON 

Dispositifvidéo couleur. 



Salle d'élevage larvaire. 

Salle de Phytoplancton. 



Larves sur tamis ( 1 à 2 mm.) 

Fixation sur tamis 
de 350 Ilm. 





III . RESULTATS 

A. Croisements. 

1. G2 test (Arcachon): 

Le tableau représente le croisement des individus sélectionnés (marqués) et des individus non 
sélectionnés (NS) avec le testeur mâle (M) et le testeur femelle (F). 

I ,ot IIl1l11l'ro ~{çI~ltS:~'fi~~ 
1 09Cl M 
2 09A7 M 
3 09Fl M 
4 07Gl M 
5 09G2 M 
6 07E6 M 
7 09E4 F 
8 09H5 F 
9 07H4 F 
10 NS F 
11 NS F 
12 NS F 
13 NS F 
14 NS M 
15 NS M 
16 NS M 
17 NS M 
18 Testeur M Testeur F 



2. G2 (Sonne Anse): 

Le tableau ci-dessous représente le croisement des 24 individus sélectionnés par les testeurs 
mâle (M) et femelle (F) ainsi que les animaux non sélectionnés (NS) croisés par ces mêmes 
testeurs. 

1 ot 1It1l11l'rO ~"""(--'~'·~~T-~ ~~~-}~~!-- "'~ -,~ 
1 13D6 M 
2 13E6 M 
3 13F4 M 
4 14A4 M 
5 l4F7 M 
6 14G3 M 
7 15A5 M 

8 15A8 M 
9 1505 M 
10 1587 M 
11 1588 M 
12 15G3 M 
13 1788 M 
14 13H7 F 
15 1304 F 
16 15e5 F 
17 15Bl F 
18 13H2 F 
19 15El F 
20 13H8 F 
21 1506 F 
22 13E7 F 
23 1405 F 
24 14F8 F 
25 NS F 
26 NS M 



3. Comptage des gamètes: 

Grâce à l'analyseur d' image SAMBA™ 2005 d'Alcatel TITN ANSWARE et le logiciel de 
traitement des données, un comptage des gamètes est possible. 
On peut ainsi déterminer le nombre d'ovocytes sur une cellule de Malassez et de 
spermatozoïdes sur une cellule de Thoma. Ensuite, on calculera la quantité qu' il faut utiliser 
pour avoir le même nombre de gamètes pour chaque géniteur. 
Pour le croisement de la génération G2 d'Arcachon on a utilisé un maximum de l. 1 00.000 
ovocytes et 110.000.000 de spermatozoïdes. En ce qui concerne la génération G2 de Bonne 
Anse la quantité de gamètes s'élevait à 2.000.000 d'ovocytes et 200.000.000 de 
spermatozoïdes. La proportion d'un ovocyte pour 100 spermatozoïdes assure une bonne 
capacité de fécondation. 

B. Evaluation du taux de fécondation. 

Grâce aux prélèvements effectués 4 heures après la fécondation, la détermination du 
pourcentage d'oeufs fécondés va pouvoir se faire. 
Pour cela les cellules sont colorées au Hoeschst et on les visualise au microscope à 
épi fluorescence (Annexe 2). Le taux de fécondation correspond au nombre de cellules 
fécondées et développées sur 100 cellules observées. 

Les photographies de la page suivante représentent des ovocytes aux différents stades: 
fécondés , non fécondés et fécondés mais non développés. 



Cellules en division 

Ovocyte fécondé et développé 
(grossissement x4000) 

Ovocyte non fécondé 
(grossissement x 4000) 

Spermatozoïdes 

Globule polaire 

Ovocyte fécondé mais non développé 
(grossissement x4000) 



Voici les tableaux représentant les taux de fécondation pour les deux générations de G2. 

1. Génération G2 d'Arcachon: 

1.01 IllIlIH."rll ::':!7~ Géniteurs ~~;,~ IX,' de ,.... -"'~"'fIJ(rt~ '"""'. 
~~~~ii\iIf~1~[Q.]!Ii!t'9.!1î 

1 09CI 90 
2 09A7 86 
3 09FI 97 
4 07G I 98 
5 09G2 88 
6 07E6 92 
7 09E4 90 
8 09H5 92 
9 07H4 56 
10 NS 0 
Il NS 0 
12 NS 0 
13 NS 0 
14 NS 95 
15 NS 0 
16 NS 0 
17 NS 0 
18 Testeur M 96 

On remarque tout de suite l'absence de fécondation dans les lots impliquant les individus NS 
qu'il soient mâles ou femelles, sauf le lot 14 qui a un taux de fécondation très important. Pour 
le reste des lots, les pourcentages sont très satisfaisants. 



2. Génération G2 de Bonne Anse: 

BH2 82 

87 

Le taux de fécondation de l'ensemble des lots est supérieur à 80%. La fécondation s'est 
déroulée sans problème apparant. 



C. Evaluation du pourcentage d'éclosion. 

Le pourcentage d'éclosion correspond au nombre de larves normales à JI sur le nombre 
d'ovocyte au départ (1.500.000). On a ainsi les tableaux suivant pour chaque génération G2 
d'Arcachon et de Bonne Anse. 

1. Génération G2 d'Arcachon: 

09Cl 11 00000 396600 36 
2 09A7 1100000 662500 60 

5 09G2 1100000 478000 43 
6 07E6 1100000 338000 31 
7 09E4 1100000 325000 30 
8 09H5 1100000 188300 17 

9 rares 
10 0 0 
11 1100000 0 0 

15 NS 1100000 
16 NS 1100000 o o 
17 NS 1100000 

18 TM 1100000 200000 18 

Mis à part les lots où il n'y a pas eu de fécondation, on peut estimer que le taux d'éclosion est 
suffisant pour la suite de l'étude. 



2. Génération G2 de Bonne Anse: 

i_ . '!4. 
1 13D6 2000000 945000 47 
2 13E6 2000000 805000 40 
3 13F4 2000000 600000 30 
4 14A4 2000000 1275000 64 
5 14F7 L' n~oooo 63 
6 14G3 2000000 1450000 73 
7 15A5 2000000 2000000 100 
8 15A8 1320000 66 
9 1505 2r 100 
10 15B7 2000000 1095000 55 
1 1 15B8 2000000 850000 43 
12 15G3 2000000 1700000 85 
13 17B8 1355000 68 
14 I3H7 l:noooo 62 
15 1304 2000000 1100000 55 
16 15C5 2000000 875000 44 
17 15Bl 1 50 
18 13H2 1380000 69 
19 15El 2000000 1410000 71 
20 13H8 2000000 1310000 66 
21 1506 2000000 1300000 65 
22 13E7 ')( 1 60 
23 1405 1180000 59 
24 14F8 2000000 1155000 58 
25 NS 2000000 Il 55 
26 NS 2C P 11l1l1l1l 67 

Dans cette génération, le pourcentage d'éclosion est nettement supérieur à celui d'Arcachon. 



D, Suivi de croissance des deux générations de G2" 

1. G2 d'Arcachon: 

Le lot 18 étant renommé lot 15 

2, G2 de Bonne Anse: 

Lot N° œ œ .qTl.. œ .uœ 000 lJWJ Dm W1 1P 
1 13D6 70 83 93 104 156 190 229 270 272 310 
2 \3E6 73 85 9Q 94 141 154 164 200 290 307 
3 13F4 71 81 93 9't 153 J.§.(i 
4 14A4 71 83 91 94 130 
5 14F7 76 81 
6 1403 72 84 93 95 120 
7 15A5 72 89 103 11 2 147 161 
8 15A8 72 88 101 114 132 
9 1505 72 87 95 111 169 164 
10 1587 71 84 94 lQ4 161 135 
Il 15B8 70 82 88 100 140 150 
12 1503 72 86 93 99 165 157 
13 17B8 72 81 98 86 109 152 172 
14 13H7 75 93 110 126 179 166 
15 1304 73 89 105 122 164 155 
16 15e5 76 93 109 11 9 168 173 185 
17 1581 74 90 104 110 
18 13H2 73 93 108 125 174 187 
19 15E1 75 95 103 122 162 164 
20 \3H8 74 92 103 121 168 172 179 210 254 290 
21 1506 76 93 111 125 163 

17 75 94 102 131 169 163 
.4 ,5 75 93 103 123 179 191 
14 '8 75 91 103 120 166 179 

25 NS 75 90 106 120 179 168 
26 NS 71 84 93 104 175 193 205 250 290 314 



E. Cinétiques de croissance. 

1. Croissance moyenne de la G2 d'Arcachon: 

Graphique 1 

2. Croissance moyenne de la G2 de Bonne Anse: 

Graphique 2 

3. Cinétique de croissance des lots d 'Arcachon: 

Graphique 3 

4. Cinétique de croissance des lots de Bonne Anse: 

Graphique 4 
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F. Problèmes sanitaires liés essentiellement au virus de type Herpès 

Des mortalités successives durant toutes les tentatives d'élevage larvaires n'ont pas pennis une étude 
approfondie et un suivi rigoureux des différents lots ainsi que de leur relation avec les géniteurs. 
La cause principale semble être le virus de type Herpés (Comps, M. et Duthoit, J.L. , 1979.). En 
effet, la plupart des échantillons de larves a été diagnostiqué comme porteur de l'Herpés virus par 
l'équipe de pathologistes. 
11 existe plus de 80 virus apparentés aux Herpesviridae. De nombreuses espèces animales sont 
infectées, des mollusques bivalves marins à l'homme. 
On considère trois sous-familles d'Herpesviridae selon leurs propriétés biologiques: 
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae et Gammaherpesvirinae. 

1. Structure commune aux Herpesviridae: 

• Le nucléoïde: 
correspond à l'assemblage de l'ADN viral et de protéines. 
L'ADN est double brin et linéaire, sa taille est comprise entre l20kb et 220kb. 

• La capside: 
contient le nucléoïde. Elle est constituée de 162 capsomères et présente une symétrie 
isocaèdrique. 

• Le tégument: 
correspond à la structure fibreuse située entre la capside et l'enveloppe. 

• L'enveloppe: 
indispensable à l'infectuosité des particules virales, elle confère une morphologie sphérique 
et dérive de membranes cellulaires modifiées par l'insertion de protéines virales ainsi que de 
lipides. 

VIRUS LATENT 

conditions défavorables conditions défavorables 

Stress de l'hôte 

VIRUS REACTIVE 1 

'-- \ __ ..J cond·,t·,ons ' avorables conditions défavorables / .. 
pour le virus pour le virus 

~L-____________ --, 

CYCLE VIRAL 
ABORTIF 

CYCLE VIRAL 
PRODUCTIF 



Les virus de la famille des herpesviridae ont la capacité de persister sous forme latente pendant 
toute la vie de l'hôte. 
Il y a alors absence de production de particules virales par ce dernier et l'ADN viral est soit intégré 
au génome de la cellule hôte, soit présent sous formes circulaires libres dans le noyau. Le virus peut 
être réactivé sous l'effet d'un stress ou suite à l'action de composés chimiques, d'hormones ou des 
molécules biologiques. 

2. Cycle viral des Herpesviridae: 

a) Entrée du virus dans la cellule: 

Attachement virus-récepteurs cellulaires, suivi d'une fusion des membranes cellulaires et virales. 
Ceci permet l'entrée des nucléocapsides dans le cytoplasme puis le transport jusqu'aux pores 
nucléaires, l'ADN viral pénètre dans le noyau par phénomènes actifs. 

b) Synthèses virales: 
Transcription de l'ADN viral dans le noyau par l'ARN polymérase II, synthèse de protéines virales à 
partir d'ADN viraux dans le cytoplasme de la cellule hôte. Expression des gènes viraux en cascade, 
réplication précoce de l'ADN viral dans le noyau des cellules infectées. 

c) Assemblage et libération des particules filles: 

Assemblage et accumulation des capsides dans le noyau. Encapsidation de l'ADN dans le noyau, 
attachement des nucléocapsides à des zones particulières de la surface interne de la membrane 
interne du noyau. Passage dans le cytoplasme. Libération des particules à partir de la cellule 
infectée. 

3. Aspects épidémiologiques: 

Chez les mollusques bivalves marins, plusieurs cas d' infection par des virus de type Herpés ont été 
observés sur des adultes de Crassastrea virginica (Farley et al., 1972), sur des larves et du naissain 
de Crassas/rea gigas et Os/rea edulis. Il est difficile d'affirmer qu'il ne s'agit que d'un seul et même 
VIruS. 

Les mortalités massives et brutales de larves et de naissain apparaissent pendant les périodes 
chaudes de l'année ou en eau chauffée (23-27°C) (Le Oeuff e/ al., 1996). 
Il a été démontré qu'il existait bien une transmission horizontale d'une part entre larves de 
Crassas/rea gigas et d'autre part entre larves de Crassas/rea gigas et d'Ostrea edulis (Le Oeuff e/ 
al., 1996). 
L'existence d'une transmission verticale est fortement suspectée (Le Oeuff e/ al. , 1996). 



4. Symptômes et lésions: 

Les larves vi rosées cessent de se nourrir et de nager, des mortalités significatives sont observées au 
6ème jour après la ponte. 100% de mortalité sont généralement atteints entre le g ème jour et le loème 
jour, voire dès le 4ème jour. 
Les larves présentent d'importantes lésions du vélum qui apparaît nécrosé sur un grand nombre 
d'individus, des cellules hypertrophiées se détachent des animaux. 
Les lésions sont principalement localisées au niveau du tissu conjonctif et plus rarement au niveau 
de l'épithélium du vélum et du manteau. 

5. Diagnostic: 

La difficulté de l'étude de ce virus réside dans l'impossibilité de le cultiver in vitro. 
En effet, aucune lignée de mollusques bivalves n'est aujourd'hui disponible. De plus les 
Herpesviridae peuvent exister sous diverses formes dans la cellule hôte: forme latente, peu 
productive, infection aiguë. 
Le diagnostic de l'infection à herpès virus chez l'huître repose sur la microscopie électronique à 
transmission et sur la PCR en utilisant des sondes nucléiques spécifiques. Il a été mis au point par 
l' équipe de pathologistes de La Tremblade (Le Deuff, RM., Nicolas, J.L. , Renault, T. et 
Cochennec, N., 1994). 





IV. INTERPRETATION ET DISCUSSION 

L' étude s'est portée exclusivement sur la génération G2 d'Arcachon, les individus de Bonne Anse 
étant presque tous morts avant la fixation. 

Dès JI on a constaté l'absence de larves dans les 4 lots de 30 litres correspondant aux croisements 
Testeur Femelle (TF) par Mâle non sélectionnés (NS). 
Le problème se situe donc au niveau de la fécondation. Le testeur femelle ne peut être mis en cause 
car le taux de fécondation et le pourcentage d'éclosion sont normaux pour les lots 7, 8 et 9 avec le 
même testeur. Un très faible pouvoir fécondant des différents mâles utilisés pour les croisements 
peut être à l'origine de ce problème, mais il est peu probable que parmi les 25 individus utilisés il 
n'yen ait pas un qui féconde les ovocytes. Cependant, on admet en général que tous les parents ne 
produisent pas la même quantité de gamètes et tous les mâles n'ont pas les mêmes pouvoirs 
fécondants (Gaffney, 1991). Malgré cela, l'erreur de manipulation est l'hypothèse la plus 
vraisemblable d'autant plus qu'aucun oeuf même non fécondé n'a été retrouvé après le premier jour 
d'élevage. En règle générale une filtration sur 45!lm permet de garder tous les ovocytes. 

L'autre problème a été la perte de trois des quatre lots contenant les oeufs des femelles NS (lots 15, 
16 et 17). Cette fois-ci la cause de cette mortalité n'est pas évidente car les quatre lots sont 
identiques au point de vue croisement, et ni le Testeur Mâle (TM) ni les différentes femelles 
utilisées ne peuvent être mis en cause. En effet le pouvoir fécondant du mâle apparaît satisfaisant 
au niveau des femelles sélectionnées et le pool d'ovocytes des femelles non sélectionnées utilisées 
pour cette fécondation ne pose pas de problème pour le seul lot viable (lot 14). 
A cause de ces deux résultats, une étude comparative entre individus suivis (marqués) et individus 
non sélectionnés n'est plus possible, la plupart des témoins étant morts. 
L'intérêt principal réside dans l'élaboration de familles de pleins frères que seront les lots 1 à 9. 
Deux individus pleins frères ont même origine parentale, ils pourront donc être utilisés comme base 
pour des croisements ultérieurs. 
Cependant il reste le suivi de croissance de ces différents lots. 

On note en premier lieu que la courbe exprimant la croissance moyenne des lots a une allure assez 
caractéristique que l'on retrouve sur celle de Bonne Anse (Graphiques 1 et 2). Cette courbe 
sigmoïde démarre avec une pente qui reste constante jusqu'à J8 ou J9, puis la croissance s' accélère 
jusqu' à J19 pour retrouver un plateau qui annonce l'approche de la fixation. 
Sur le Graphique 3 illustrant la croissance comparée des individus d'Arcachon, on remarque une 
certaine homogénéité en taille jusqu'à J8. Puis des écarts de croissance sont visibles surtout à partir 
du 1 5 ème jour après fécondation, les tailles variant de 175 !lm à 200!lm. C'est le cas pour les lots 8 
(09H5 x TF) et 14 (NS x TM) où les larves ont des tailles supérieures à la moyenne. Au contraire, 
dans le lot 4 (07G 1 x TM) la croissance des individus est plus faible jusqu'à la fixation. Les 
métabolismes étant très différents entre mâles et femelles, la comparaison entre ces deux parents 
(09H5 et 07G 1) n'est pas possible, on ne peut donc rien en conclure sur cette différence de 
cinétique de croissance. Il faut pour cela isoler deux courbes de croissance d' individus de même 
sexe. Comme il ne reste plus que 2 descendances issues de mâles marqués, il est plus facile de 
comparer 2 des 6 lots issus de femelles marquées et présentes jusqu'à la fixation. Or il existe une 
différence de taille à partir de J8 entre les larves des lots 4 et 5. 
En effet, les larves issues de la femelle 09G2 sont en moyenne plus grandes que celles de la femelle 
07G 1. On peut alors émettre l'hypothèse que cette différence dans la cinétique de croissance entre 
ces larves est due à la variabilité des capacités de croissance des géniteurs et de leurs potentiels 

~ 



On peut alors émettre l'hypothèse que cette différence dans la cinétique de croissance entre ces 
larves est due à la variabilité des capacités de croissance des géniteurs et de leurs potentiels 
génétiques. 

Il ne faut cependant pas oublier qu'entre aussi en compte l'état de maturation de la gonade de 
chaque femelle, c'est-à-dire la qualité des ses ovocytes ainsi que de ses réserves glucidiques. De 
plus, si l'on compare cette cinétique de croissance avec celle des géniteurs (Annexe 3), on ne 
remarque pas de relation. Au contraire, en ce qui concerne les mâles 09H5 et 09E4, on observe une 
grande différence de croissance en faveur du premier (en poids total) alors que cette différence ne 
se retrouve pas au niveau de leurs larves (en longueur). C'est donc après la fixation que doit se faire 
cet écart, les animaux n'ayant sans doute pas les mêmes métabolismes ou ne monopolisant pas les 
mêmes réserves en même temps. 

L'autre possibilité qu' il ne faut pas négliger est la différence qu' il peut exister entre les bacs. Ce 
phénomène appelé « effet jarre» met en cause le bac en lui-même avec toute son installation et non 
les larves qui s'y trouvent. 
Plusieurs hypothèses peuvent être mises en avant pour tenter de comprendre pourquoi le système 
d' élevage peut être à l'origine de ces différences. 
Tout d'abord le principal problème semble se situer au niveau du comptage des larves. 
En effet les erreurs engendrées ne sont pas négligeables et il s'en suit une variation du nombre 
d' individus qui peut être importante, surtout après la dilution entre le bécher d' un litre contenant 
l'ensemble des larves et les trois dépôts de 100111 nécessaires au comptage. 
L'erreur se situe donc sur le nombre réel de larves présentes dans chaque bac d'élevage. 
Il faut ensuite parler de la nourriture qui est distribuée quotidiennement et dont la quantité est 
fonction du volume des bacs. Une surestimation du nombre d' individus dans un 30 litres peut 
augmenter la charge en phytoplancton en ainsi privilégier le développement de bactéries et autres 
ciliés. Une autre différence qui peut entrer en compte entre les bacs est le bullage avec un brassage 
qui peut être moins uniforme dans l' un ou l'autre. 
Il faut ajouter que ce type même d'élevage qui consiste, par un passage moins rapide au tamis 
supérieur, à garder le maximum d' individus afin d'avoir le plus d' hétérogénéité possible à 
l' intérieur des lots ne favorise pas la salubrité des lots. 
On a ensuite une différence de densité dans chaque bac de 30 litres, différence qui est non 
seulement due à l'erreur lors du comptage mais aussi lors du rééquilibrage à JI pour garder une 
certaine homogénéité dans la quantité de larves. De plus, les mortalités qui se produisent pendant 
toute la durée de l'élevage larvaire ne font qu'augmenter les différences de densité entre les lots. En 
fin d'élevage on a des lots avec 150.000 animaux et d'autres avec seulement 1000, le tout dans le 
même volume. Ceci peut donc expliquer en partie les écarts de taille entre les lots. 
Cependant on se rend aussi compte que si la densité est pl us forte dans certains bacs c'est sans 
doute que les animaux y sont plus performants et plus résistants, ce qui est dû au patrimoine 
génétique hérité des parents. Donc certaines femelles et certains mâles sélectionnés ont un meilleur 
potentiel de croissance et sont moins affectés par la densité et les problèmes qui en découlent. 

L'autre facteur qui peut être mis en évidence sur les courbes de cinétique de croissance est ce que 
l'on pourrait appeler" l'effet week-end ". Il est évident que la manipulation des larves tous les 48 
heures pour le comptage et les mesures est une obligation pour un suivi rigoureux et une bonne 
estimation de la croissance. Cependant, le fait que les animaux soient filtrés puis remis en eau après 
une période plus ou moins longue dans un bécher ne peut qu'augmenter les risques de stress et donc 
réduire la croissance des larves. 



Or l'élevage larvaire se faisant les Lundi, Mercredi et Vendredi, durant les week-end les 
animaux restent 24 heures de plus sans être manipulés. Sur les courbes de croissance 
moyenne des lots d'Arcachon et de Bonne Anse, on note que c'est justement après ces 
périodes que les pentes augmentent, donc que les croissances s'accélèrent. C'est le cas pour 
Arcachon entre J8 et JII et entre J15 et JI 8 et pour Bonne Anse entre J9 et J 12, entre JI 6 et 
J 19. Pour vérifier cette hypothèse il faudrait élever en parallèle des lots en conditions 
"normales" et des lots filtrés toutes les 48 heures, dimanches inclus, en décalant ensuite d'un 
jour par semaine (Dimanche, Mardi, Jeudi, Samedi, Lundi ... ). 
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V. CONCLUSION ET BILAN PERSONNEL 

Le croisement consistait, à travers le programme européen « GENNEPHYS 1996-2000 », à obtenir 
une nouvelle génération G2 d'huîtres creuses Crassos/rea gigas à partir de la première génération 
G, . Le principal but étant d'étudier les relations pouvant exister entre la croissance des descendants 
et les caractéristiques génétiques des parents. 

Or le croisement impliquant les individus de Bonne Anse n'a pu être mis en fixation. 
En effet la cause principale étant un virus de type Herpés. 
Les seules larves fixées sont celles d'Arcachon. Elles pourront être utilisées comme pleins frères 
pour des croisements ultérieurs. Ceci représentait en effet une partie des buts prédéfinis et 
permettra ainsi la poursuite du programme. 

A la suite des mortalités enregistrées lors de l'élevage des G2 de Bonne Anse, un autre vide sanitaire 
a été mis en place. Ces pertes massives ont néanmoins permis d'apprécier la relative difficulté pour 
amener un élevage larvaire jusqu'à la fixation, surtout durant l'été. 
Une restructuration de la salle d'élevage larvaire a été décidée et sera mise en oeuvre 
prochainement afin d'en améliorer l'état sanitaire. 

Il a été décidé de renouveler la génération G, en partant d'un croisement entre des animaux 
provenant d'un gisement naturel situé au Vieux Boucau. 
Ainsi on minimise les risques de contamination par l'Herpès virus. En effet les animaux élevés dans 
les parcs conchylicoles ont plus tendance à être porteurs de ce virus. 
Ce croisement a donc eu lieu le 17 juillet 1997 et le début de la fixation le 4 Août 1997. 

Le bilan personnel est quant à lui très positif puisque ce stage m'a permis de suivre un élevage 
larvaire de mollusques de la fécondation jusqu'à sa fixation. 
Je me suis familiarisé avec les différentes techniques utilisées en écloserie, que ce soit la 
maturation des huîtres, la reproduction par scarification des gonades, la filtration par tamisage et le 
suivi du naissain. 
De plus j'ai pris conscience des nombreux écueils à éviter en zootechnie. 
Je me suis perfectionné dans l'utilisation de logiciels comme Word 6.0, Excel 5.0, Quattro Pro 5.0, 
ainsi que des méthodes de traitement d'image. 
J'ajouterai que j'ai découvert le travail en équipe et profité des connaissances de chacun en essayant 
de m'intégrer le plus souvent possible aux différents programmes en cours. 
Ce fut le cas notamment pour: 

• la constitution de la nouvelle génération Go du programme « Genephys », 
• la production d'huîtres triploïdes, 
• l'essai d'obtention d'huîtres tétraploïdes, 
• les croisements intra et interspécifiques du conservatoire de souches. 
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ANNEXE 1 

Comptage des gamètes. 

Comptage des Ovocytes: 

• Déposer lOOfll. du vo lume total d'ovocytes sur une cellule de Malassez. 
• Comptage automatique du nombre de cellules par l'analyseur d'image SAMBA ™ 2005 

d'Alcatel TITN ANSWARE et son logiciel correspondant. 

Comptage des Spermatozoïdes: 

• Ajouter 100fll. de sperme à 200fll. d'éosine. 
• Ajuster à 1 ml. Avec de l'eau de mer filtrée. 
• Déposer 100fll. du mélange sur une cellule de Thoma. 

Comptage automatique du nombre de cellules par l'analyseur d'image SAMBA™ 2005 
d'AIcatel TlTN ANSWARE et son logiciel correspondant. 



ANNEXE 2 

Coloration des cellules au Hoeschst 
(observation au microscope à épifluorescence) 
Coloration "in vitro": 

o Fixer les cellules pendant 60 mn. dans le tampon GA + Formol 6%: 1 vo lume d'ovocytes 
+ 1 volume de tampon fixateur (GA + Formol 6%). 

o Enlever le tampon fixateur par aspiration grâce à une trompe à vide. 
o Laver 60 mn. dans la tampon GA (2 lavages de 30mn.). 
o Colorer 60 mn. dans le tampon GA + Hoeschst (1!l 1. de solution stock pour 1 ml. 

d'oeufs). 
o Laver 60 mn. dans la tampon GA (2 lavages de 30mn.). 
o Observer au microscope à épifluorescence. 

Solution stock (Hoeschst) : préparer à 0.5 mg./ml. 

Tam pon GA: 

Produit 
N-Méthylglucamine 
K-Gluconate 
Hepes 
EGTA 

Molarité 
250 miliiMolaire 
250 miliiMolaire 
50 miliiMolaire 
10 miliiMolaire 

Ajuster à pH 7.4 avec de l'acide Acétique glacial. 

Tampon de fixation: 

Exemple: préparation de 500 ml. : 
79 ml. de Formaldéhyde 38%, compléter à 500 ml. avec le tanlpon GA. 

Grammes/L. de solution 
48.8 g. 
58 .6 g. 
13 .0 g. 
3.8g. 



ANNEXE 3 

30 

25 -*- 0992 

-ilE- 07G1 

-+- 09C1 
20 

Poids _ 09A7 

total (g) -+- 09F1 
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9 1 14 1 19 1 24 1 29 1 341 391 44 1 
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