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RESUME : La qualité des embryons de Pecten maximus, apparait tres variable en
écloserie, ce qui se répercute sur les élevages larvaires. Cette variabilité dépend des
qualités intrinséques des reproducteurs mais aussi des méthodes de conditionnement et
de ponte. En écloseries, il est souhaitable de disposer d'un test simple, permettant de
juger rapidement de la qualité globale d'une ponte. La mesure de densité des embryons,
évaluée a partir de centrifugations isopycniques sur gradient de percoll préformé semble
répondre a cet objectif. En effet, les embryons de deux heures se répartissent en trois
strates lors d'une centrifugation, a des densités de 1,018 a 1,075. La strate intermédiaire,
est constituée des embryons les plus compétents a se développer. L'épaisseur relative de
cette strate intermeédiaire est corrélee ala survie des larves a2, 9 et 16 jours ains quala
croissance entre 2 et 23 jours et constitue donc un bon indicateur de la qualité des pontes.
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THE DENSITY, AN INDICATOR OF QUALITY APPLICABLE IN
HATCHERIES FOR THE PECTEN MAXIMUS EMBRYOS

ABSTRACT : The quality of the scallop embryos is determined by the spawners
characteristics as well as by the external factors they support during the maturation and
the spawning phases. All these parameters are not still well controlled during the
artificial conditioning in the hatcheries. As a consequence, the quality of the embryos is
drastically variable and with them, the lanme performances in terms of survival and
growth rates. It would be interesting to get a simple and quick test which would allow the
estimation of the spawns quality. The embryos density, evaluated by isopycnic
centrifugation of percoll medium, is well adapted to this objective. Actually, a
centrifugation of embryos two hours after fertilization separates them in 3 stratum with
their density ranging from 1,018 to 1,075. The medium stratum contains the best
embryos. The relative thickness of this medium stratum is positively correlated with the
larvae survival at day 2, 9 and 16, and with the larvae growth between day 2 and day 23.
That is why the thickness of this medium stratum is a good indicator of the quality of the
Spawning.
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T 1 NTRODUCTI N

La coquille Saint-Jacques, Pecten maximus L., est un Ml lusque Bivalve de
haut intérét comrercial en France. La dimnution des stocks naturels de
cette espece a conduit a sa production en écloserie pour tenter d' assurer
I e repeupl ement des zones surexpl oitées (Boucher et Dao, 1989).

Cependant, wune forte variabilité des performances d' élevages |arvaires
nenés en écloserie peut étre mse en évidence. L' action de deux types de
facteurs (i ntrinséques et ext ri nseques) se répercute  sur I es
caractéristiques de ponte : rythne, fécondité et qualité des gametes énis
puis des enbryons ou larves (Cochard et Devauchelle, sous presse ;
Devauchel | e et M ngant, sous presse). La qualité des ganmetes, quant a elle,
a un inpact sur |e dével oppenment larvaire et le recrutement. Neéannoi ns, ces
facteurs ne sont pas tous contrdl és actuellenent. Par ailleurs, |'obtention
de ganmetes de coquille Saint-Jacques en écloserie nécessite une stimlation
artificielle des géniteurs qui selon le nmoment de |a gamétogenése auquel
elle intervient, introduit une source suppl énentaire de variabilité dans |a
qual ité des ovocytes (Dorange, 1989)-

Dans |'attente d un neilleur contrd6le de la maturation et de la ponte par
le biais dune anélioration du conditionnement des géniteurs, il est
nécessaire pour |les écloseries de disposer d un indicateur de qualité des
ovocytes. Des recherches antérieures de critéres de qualité des ovocytes de
Bivalves ont porté sur les relations entre les performances des él evages
larvaires et la charge lipidique des ganetes femelles appréciée par
coloration vitale (Gallager et al., 1986) ou par cytochime couplée a
|"analyse d'image (Paulet et Dorange, 1988 ; Dorange et al., 1989 ;
Queguen, 1989 ; Le Pennée et al., sous presse). L'objectif de notre travail
a été de tenter de nettre au point un test sinple, rapide, applicable
directenent en écloserie permettant de juger de la qualité globale d une
ponte donc de prédire la réussite de |'élevage larvaire. Le critére que
nous avons retenu est la densité des enbryons deux heures apres
f écondat i on.

Il NMATERI EL ET METHODES.

Des reproducteurs de deux origines géographiques (rade de Brest et Baie de
Saint-Brieuc), conditionnés ou non conditionnés, ont été stimleés
t hermi quenent pour déclencher |'énission des ganetes. Deux heures apres
fécondation croisée, un mllion d enbryons ont été prélevés sur tanms de
20 um et déposés a la surface dun gradient de percoll préforme. La
préformation a été effectuée par centrifugation a 30 000 g pendant vingt
mnutes. Le mlieu était constitué de 66 % d eau de ner filtrée a 1 um et
de 3* % d une solution nmere contenant 9 volunes de percoll pur pour un
volune d eau de ner filtrée a 1 um L' ensenble enbryons-percoll préforme a
été centrifugé a 3000 g pendant vingt mnutes, pernettant |la mgration des
enbryons a |l eur densité propre.

Des enbryons ont été prélevés dans le gradient de percoll a chaque niveau
apres stabilisation pour une observation en mcroscopi e photonique directe
d une part et pour un examen sur coupes sem-fines d autre part. Les
enbryons destinés a |'exanen sur coupes sem-fines ont été concentreés par
centrifugation a 50 g pendant quinze nminutes et ont subi une double
fixation glutaral déhyde 2,5 % puis tetroxyde d osnium 1 % en tanpon
cacodylate 0,2 M pH 7,2 (ajusté a 1300 nCsnoles par NaCl). Aprés
déshydratation, ils ont été inclus en résine de Spurr (1969). Les coupes
sem-fines de 1 umd épai sseur ont été colorées au bl eu de tol uidine.
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En parallele, des aliquotes de néme origine que |les enbryons centrifugés
sur percoll ont été ms directenent en élevage en eau de ner stagnante
filtrée a 1 um L'élevage a fait |'objet d un suivi régulier de la survie
et de la croissance a 2, 9. 16 et 23 jours.

Des relations statistiques ont été recherchées entre |'épaisseur relative
des bandes (= couches) d enbryons dans le percoll et les paranetres de
|'élevage, au noyen de tests de régression et de F-tests. L'épaisseur
relative d une bande est définie comme |le rapport entre son épai sseur et
celle de toutes | es bandes cumul ées.

11 RESULTATS

1. Centrifugation isopycni que sur gradient de percoll.

Les expériences nontrent que quelle que soit la ponte, les enbryons se
répartissent en plusieurs couches sur le gradient (tableau 1). L'examen
direct et |'observation des coupes senm-fines (rendue difficile par la
présence de stries dues a la silice résiduelle constitutive du percoll)
pernettent en fait de les regrouper en trois strates principales
(tabl eau 1)

- une strate supérieure de densité 1,018 a 1, 035.

- une strate intermediaire de densité 1,035 a 1,051, pouvant
néne parfois exceptionnellenent se prolonger jusqu' a 1,062 dans |le cas des
neill eures pontes (tableau 1, ponte n°l, coquille 3)>

- une strate de densité 1,050 a 1,075. renontant parfois vers
des densités plus faibles dans | e cas des plus nauvai ses pontes (tabl.l|
ponte n°l, coquille 1 ; ponte n°2, coquille 6).

La strate supérieure (de densité 1,018 a 1,035). apparait constituée de une
a trois couches de deébris cellulaires, d' enveloppes vitellines, ou

d' ovocytes altérés a des degrés variables (pl.l, ph.l, ph.2 et ph.3).

La couche de surface de densité peu élevée, renferne les débris de la |yse
ovocytaire : envel oppes et quelques organites cellulaires (pl.l, ph.l).
Dans | a bande sous-jacente, des ovocytes atrésiés au contenu anornal erment
clair sont présents (pl.l, ph.2), mais |e stade de dégénérescence est noins
avancé que dans |a couche précédente. Dans |a couche de plus haute densiteé,
seul un début d' atrésie est visible (pl.l, ph.3).

La strate internédiaire (intervalle de densité 1,035 a 1,051), contient des
enbryons d' aspect gl obal enent nornal (pl.l, ph.4).

La subdivision en couches de cette strate est due essentiellement a un
stade de dével oppenent enbryonnaire plus ou noi ns évol ué. Les enbryons |es
pl us dével oppés apparai ssent aux densités plus élevées. Une réserve doit
cependant étre faite concernant la définition des limtes de cette strate
intermédiaire : dans le cas de la coquille 1 de la ponte n°l (tableau 1),
toutes les couches de la strate ne contenaient pas forcément des enbryons
vi abl es. L' observation en nicroscopie photonique a en effet nontré qu' une
couche d' enbryons anornaux était présente. |l apparait donc nécessaire de
coupler le calcul des épaisseurs relatives a |'observation de |'état des
enbryons au mcroscope photonique. Toutefois, ces bandes qui pourraient
préter a confusion, sont d épaisseur tres faible, ce qui mnimse |'erreur,
La strate inférieure (densité 1,050-1,075), .est constituée d ovocytes qui
senblent étre, sur les coupes seni-fines, de plus petite taille,
hypercol orabl es, rétractés, parfois altérés (pl.l, ph.5). GCes ovocytes,
égal enent repérés par exanen direct, ont été nesurés. Une vérification
statistique sur 60 échantillons a confirmé leur taille (33.0 um %= 3.5)
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PLANGHE 1.

Photos 1-5 : coupes seni-fines (colorées au bleu de toluidine) des
prél évenents provenant des strates (et couches) du gradient de percoll.
Echelle : 50 y». ,
Photo 1, 2 et 3 : strate supérieure (1,018 a 1, 035)-
Photo 1 : couche PI (la plus haute dans le tube). Onh note la
présence d'innonbrabl es envel oppes ovocytaires "nues" (- .
Quel ques ovocytes tres altérés sont aussi présents (dy).
Photo 2 : couche P2 sous-jacente. Des envel oppes "nues" sont
encore visibles (-» . Mis ce sont essentiellenent des
ovocytes atrési és qui sont observés (Ay).
Photo 3 : couche P3 (couche de la strate supérieure |a plus
profonde). Quelques débris sont encore visibles (- . Les ovocytes
(Ay) sont altérés mais | e stade de dégénérescence est noins évol ué
gue dans | a couche P2.
Photo h : strate internédiaire (1,035 a 1,051). Jeunes enbryons
d aspect norrmal. On notera cependant la dilatation des espaces
intercellulaires (->).
Photo 5 =« strate inférieure (1,050 a 1,075) essentiellenent
constituée de petits ovocytes rétractés (-*).

Photos 6-8 : anomnal i es observées sur |es coupes sem -fines.
Echelle : 20 uni. '
Photo 6 : enbryon dont les espaces intercellulaires sont
anormal enent dil atés (-*).
Photo 7 : enbryon au contenu anornal ement pol arisé (- .
Photo 8 : ovocytes rétractés dépourvus d' envel oppe (->.
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TABLEAU 1. REPARTITION DES DIFFERENTES STRATES SUR GRADIENT DE PERCOLL.
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inférieure a celle des ovocytes présents dans la strate intermédiaire
(67,5 umi 4,7).

Dans tous les cas étudi és, |es couches apparai ssent constituées d' enbryons
de qualité croissante (dont |les caractéristiques cytol ogi ques s'an€liorent)
au fur et a mesure que 1' on descend dans | e tube vers de hauts niveaux de
densité, a |'exception cependant de | a couche |a plus profonde.

Cependant, |'exanen des coupes sem -fines des "bonnes strates" révelent des
i rages anornal es d' enbryons :

- au contenu polarisé (pl.l, ph.7),

- dont les espaces intercellulaires sont dilatés (pl.l, ph.4 et
ph.6),

- parfois dépourvus d' envel oppes (pl.l, ph.5 et ph.8).

2. Hevages | arvaires.

Les taux de survie et |la croissance (figurant en absci sse des graphes 1, 2,
3 et 4) apparaissent tres variables en fonction des dates de ponte et en
fonction des individus pour une ponte donnée. Cela était dailleurs
souhaité dans |l e cadre de ce travail

N, Relations entre les résultats de la centrifugation i sopycnique
sur gradient de percoll préforné et |les parametres d' él evage.

Une régression logarithmque a été calcul ée entre |'épaisseur relative de
la strate intermédiaire contenant des enbryons d' apparence nornale et |a
survie a deux jours (taux d' écl osion)

Epai sseur relative = a log (Taux d' éclosion) + b

Les coefficients de corrélation (0,880, 0,684 et 0,884 respectivenent pour
la ponte n°l, n°2, et n°3) sont significatifs et les probabilités d erreurs
(0,0490, 0,2031 et 0,0007) sont mnimes (graphe 1).

Une ponte dont |e taux d éclosion est élevé (tableau 1, coquille 10, ponte
2 par exenple), est caractérisée par une épaisseur inportante de la strate
internédiaire (densité 1,035~1,051) tandis que la strate supérieure (de
1,018 a 1,035 et celle du fond (de 1,050 a 1,075 sont de faible
épai sseur.

Au contraire, pour une nauvai se ponte (tableau 1, coquille 6, ponte 2),
| ' épai sseur relative de la strate intermédiaire (1,035-1,051) est faible
alors que celle de la strate supérieure (1,018-1,035), par ailleurs
constituée dans ce cas de plusi eurs sous-couches, est forte.

Les relations entre |'épaisseur relative de la strate intermédiaire et les
taux de survie des larves a 9 et 16 jours sont elles aussi significatives.
Les coefficients de corrélation sont cependant inférieurs a ceux obtenus le
deuxi éne jour (graphes 2 et 3). Us sont surtout plus variables d une ponte
a l|l'autre : par exenple pour la ponte n°3 la relation n'est pas
significative (coefficient de régression = 0,468). Dans tous les cas, la
corrélation est toutefois neilleure au seiziéme jour qu' au neuvi éne jour,
de mani ére inattendue. L'origine de ces phénonenes n'a pu étre expliquée.

Une relation inverse significative apparait entre |'épaisseur de la strate
internédiaire et la croissance des larves entre 2 et 23 jours (graphe 4).

La variabilité inter-pontes est toutefois élevée : la relation est tres
significative pour la ponte n°l (coefficient de régression (r) = -0,916),
elle ['est un peu nmoins pour la ponte n°2 (r = -0,800) et n'existe pas pour
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GRAPHE 1. Régression entre |'épaisseur de la strate intermédiaire (ZJ02H)

et le taux de survie des larves normales a 2 Jours (LN2).

GRAPHE 2. Régression entre |'épaisseur relative de la strate intermédiaire

(ZJO2H) et le taux de survie des larves normales a 9 jours (LN9)-
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GRAPHE 3. Régression entre |'épaisseur relative de la strate intermédiaire
(ZJO2H) et le taux de survie des larves normales a 16 jours (LN16).

GRAPHE 4. Régression entre |'épaisseur relative de la strate intermédiaire
(ZJO2H) et la croissance des larves entre 2 et 23 jours (CrJ2J23).
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r - coefficient de corrélation
p - probabilité d erreur
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la ponte n°3 (r = -0,360). Pour les pontes n°l et n°2, les ajustenments sont
fiables statistiquement. GCette corrélation inverse traduit une excellente
survie des larves provenant de pontes de bonne qualité dont |a croissance
est cependant freinée conpte tenu de leur forte concentration dans |es
béchers. Il s'agit donc dune relation indirecte entre croissance et
densi té.

Aucune corrélation n'est nise en évidence entre |'épaisseur des strates
d' enbryons dans le percoll et les taux d anonalies |arvaires.

1V DI SOUSSI ON ET GONCLUSI ON

Il n'existe pas, a notre connai ssance, d' expérience équivalente sur cette
espéce ou sur d autres especes de Bivalves pernmettant de disposer
d él éments de conparaison pour les relations établies au cours de ce

travail. Miis ces relations (corrélation entre épaisseur des strates et
réussite des élevages) peuvent |ogiquenent s'expliquer par |'état de
naturité variable des ovocytes au noment de |'émission (immaturité,

nmaturité, ou surmaturité) et dépendent probablenent de la conposition
chimque des enbryons et/ou de |'état de leur envel oppe vitelline, dont la
fragilité peut d ailleurs étre révélée par la centrifugation. Chez les
poi ssons marins, ce type de relations est aussi soupconné (Devauchelle et
al., 1988). Des études conpl énentaires, d ordre biochimque notamment,
s'averent nécessaires pour expliquer les différences de densité des
enbryons.

Le test sur gradient de percoll parait étre un bon indicateur de la qualité
des pontes : |'épaisseur relative de la strate intermédiaire (densité 1,035
a 1,051) contenant des enbryons d' apparence normale pernet de prédire la
réussite d un él evage.

Cette technique posséde de nonbreux avantages. Hle est facile a nettre en
oeuvre en écloserie. Les gradients de percoll précentrifugés peuvent étre
conservés plusieurs nmois et le natériel nécessaire n'est pas extrémenent
sophistiqué. Bien que le percoll pur soit un produit colteux, il faut
nettre en regard son prix de revient avec celui de la main d oeuvre et du
nmatériel nécessaire a un élevage nmené au mni mum pendant deux jours. En
effet, dans les écloseries, cette durée est nécessaire pour apprécier a
posteriori la qualité d une ponte, et pour prendre la décision d arréter ou
de poursuivre un élevage. Le test sur percoll réduit le tenps de décision a
trois heures. Pour valider le test, |es expériences doivent cependant étre
réitérées et devront étre réalisées avec des pools d enbryons issus de
plusieurs géniteurs afin de se placer dans les conditions réelles d él evage
en écloseries industrielles. Dans certaines expériences destinées a juger
de |'effet sur les ganetes dun traitement appliqué aux reproducteurs,
cette technique pourrait avantageusenent renplacer |es élevages |arvaires.
Le test sur gradient de percoll pourrait égalenent étre utilisé pour trier
des spermatozoides et des ovocytes destinés a la fertilisation ou des
enbryons a fort potentiel de dével oppemrent a nmettre en él evage, chez Pecten
maximus ou chez d' autres espéces. Une technique sinlaire est dailleurs
enpl oyée pour la purification des gametes nél es humains dans |e domaine de
["insémnation artificielle (Lessley et Garner, 1983 ; Dravliand et
Mortimer, 1985 ; Kaneko et al., 1986 ; Le Lannou et Blanchard, 1988 ;
Tanpai chitr et al., 1988 ; Junca, 1990). Dans ce cas, une an€lioration des
techni ques de centrifugation (paranétres de centrifugation et osnolarité du
mlieu enployé) s'inpose (Devauchelle et al., en préparation) car |les
observat i ons sur coupes sem -fines ont révél é des pr obl érres
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vrai senbl ablement liés aux conditions de centrifugation (dilatation,
pol ari sati on, absence d' envel oppe vitelline).
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