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Résumé

Conditionnement artificiel de I'huitre Crassostrea gigas. En France, 90 % de la production
annuelle de I'huitre creuse, Crassostrea gigas, provient des larves captées dans les bassins de
Marennes-Oléron et d’Arcachon. Cependant, la collecte du naissain présente de fortes irrégularités
inter-annuelles et les ostréiculteurs expriment de plus en plus souvent un besoin de naissains en
dehors de la période de reproduction. Ainsi le réle des écloseries dans la production de naissains de
I'huitre japonaise en France devient de plus en plus évident. Cependant, I'état actuel des
connaissances sur la reproduction de I'huitre creuse en conditions contrOlées est limité, et les
professionnels des écloseries doivent affronter divers problémes pour optimiser le conditionnement de
géniteurs de maniére a obtenir des élevages larvaires en bonne santé et un allongement de la saison
de reproduction. Pour y répondre, nous avons réalisé une étude sur trois aspects qui nous paraissent
essentiels; i) lI'incapacité de produire des gamétes et des larves viables pendant une période
réfractaire, dite de « repos sexuel » qui se déroule en automne sous nos latitudes ; ii) le manque de
connaissance de l'effet de paramétres environnementaux sur le développement gamétique de C.
gigas en laboratoire, dont la température et la photopériode ; iii) l'influence du site d’origine des
reproducteurs (quel est leur état physiologique ?) utilisés pour la production de gameétes et 'impact de
la saison a laquelle sont faites les expérimentations. Ces études nous ont permis d’établir que
I'horloge interne qui régule la gamétogenése chez C. gigas peut étre modifiée par l'influence des
facteurs du milieu, en particulier par la température. De cette fagon, la production d’ovocytes et de
larves viables est possible pendant la période de « repos sexuel » de cette espéce. La reprise de la
gamétogenése se produit lorsque la température se trouve encore dans une phase décroissante,
approximativement a 12 °C, et nous avons observé que la photopériode n’exerce pas un role majeur
sur la reprise de l'activité gamétique. Le fait d’étudier différents lots d’animaux de la cote atlantique
(baie des Veys, Aber Benoit, Baden, Bouin, La Tremblade et Arcachon) nous a permis d’observer que
les huitres présentent une adaptation trés significative aux conditions environnementales particuliéres
a chaque site de culture, et que cette adaptation n’est pas d’origine génétique puisque les huitres
utilisées dans nos recherches ont toutes été captées dans la méme localité (bassin d’Arcachon). Cette
adaptation se traduit également par une réponse différente des huitres de chaque région aux
expériences de conditionnements en laboratoire. Les individus des régions les plus nordiques, baie
des Veys et Aber Benoit, possédent un stock plus important de réserves et présentent les meilleures
performances en laboratoire: une proportion plus élevée d’ovocytes matures a la fin des
conditionnements et une production plus importante d’ovocytes aprés la scarification de la gonade.
L’étude biochimique a montré que les huitres de la baie des Veys utilisent les glucides comme support
de la gamétogenése tandis que ceux du sud (La Tremblade), a part les glucides, utilisent leurs
protéines comme source principale pour le développement des ovocytes. Les huitres de la baie des
Veys et de I’Aber Benoit maintenues sans nourriture, présentent une évolution de la gamétogenése
identique a celle des animaux nourris. Toutefois, les huitres nourries produisent significativement plus
d’'ovocytes que celles non nourries. Il semble que la quantité d’ovocytes produits en conditions
artificielles dépende directement de la nourriture offerte pendant le conditionnement. Cependant, pour
I'élevage larvaire, il n’existe pas de différences significatives des taux de rendement larvaire (larves
« D ») entre les lots d’huitres nourries et non nourries. Ainsi, la qualité des ovocytes semble liée non
seulement a la quantité et a la qualité de la nourriture fournie pendant le conditionnement, mais
également a la quantité et a la qualité de réserves accumulées par les huitres durant leur séjour en
mer. La reprise de la gamétogenése de C. gigas semble répondre a deux facteurs ; la disponibilité de
nourriture et une température minimale spécifique pour chaque lot d’huitres qui peut varier selon la
situation géographique. Les résultats de notre étude indiquent que C. gigas en France présente un
cycle de reproduction flexible qui s’adapte aux différentes conditions environnementales rencontrées
dans chaque site d’élevage et que sont ces conditions qui régulent I'entrée et la durée de la
gamétogenése de chaque lot.



| - Introduction

Origine de Crassostrea gigas en France

Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), communément appelée huitre japonaise, est
originaire des cétes du Pacifique Nord. Elevée au Japon depuis des siécles (Korringa, 1976),
sa culture est aujourd’'hui pratiquée dans beaucoup de pays a travers le monde. En effet, les
qualités de cette espéce (croissance rapide, eurythermie et euryhalinité, résistance aux
manipulations lors de conditionnement en laboratoire.,.) ont rendu possible son introduction
dans plusieurs autres régions du globe, depuis les eaux chaudes de la cote nord du Mexique
(Caceres et al., 1990; Ramirez et al., 1990), ou de Hong-Kong aux eaux plus tempérées de
la Nouvelle-Zélande et de I'Europe de I'Ouest, jusqu'aux eaux plus froides du Canada.

C. gigas a été réintroduite en France en 1966 pour remplacer les populations
anciennement établies, connues sous le nom d'huitre portugaise, Crassostrea angulata,
victime d’'une épizootie (Chevalier et al., 1975), et dont la disparition des cétes francaises mit
en péril lostréiculture frangaise (Grizel et Héral, 1991). Les autorités responsables
décidérent d’'importer une espéce qui puisse s’adapter aux conditions environnementales
des cOtes francgaises, et sélectionnérent I'huitre japonaise comme alternative pour
redémarrer I'industrie ostréicole. Des importations industrielles de naissains depuis le Japon
et de géniteurs provenant de la Colombie britannique (Canada) furent réalisées de 1971 a

1975 (Soletchnik et al. 1998).

La production francgaise de C. gigas

L’huitre creuse s’est parfaitement acclimatée aux cotes sud-ouest de la France et a
colonisé progressivement les zones estuariennes laissées vacantes par le disparition de
I'nuitre portugaise, ainsi que des sites ou C. angulata ne s'était pas implantée (His, 1984;
Shatkin et al, 1997). Cela a permis l'arrét des importations dés le début de I'année 1982

(Mann, 1983). Les taux de captage de naissains enregistrés dans les bassins de Marennes-



Oléron et d'Arcachon témoignent du succés de la reproduction de C. gigas sur les cbtes
francgaises. En 1976 la production d’huitre japonaise sur les cOtes frangaises était estimée a
80000 tonnes, et depuis 1994 la production nationale s'éleve a 150000 tonnes par an,
plagant la France au quatriéme rang mondial et au premier rang européen des pays

producteurs d'huitre creuse C. gigas (Sauriau et al., 1997 ; FAO, 1998) (Fig. I - 1).
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Fig. I — 1. a Principaux pays producteurs de I'huitre creuse Crassostrea gigas. b Production

d’huitre creuse en France (FAO, 1998).



Le déroulement de I'ostréiculture en France

La culture de l'huitre creuse s’effectue en quatre phases successives: le captage du
naissain, le pré-grossissement, I'élevage et l'affinage. Le captage du naissain naturel
s’effectue avec divers collecteurs artificiels (tubes en plastique, pieux en ardoise, etc.) qui
sont disposés dans le milieu naturel afin de permettre la fixation de larves pédivéligéres.
Chez I'huitre creuse la fécondation des ovocytes se produit dans I'eau. Puis, les divisions
cellulaires s’enchainent et, au bout de 24 a 48 heures, la larve commence a sécréter sa
coquille. Les larves ont une vie pélagique et aprés 21 jours dans I'eau, un pied se développe,
et c’est a ce moment que les larves cherchent a se fixer sur un substrat définitif. En France,
90 % de la production annuelle de I'huitre provient des larves captées dans les bassins de
Marennes-Oléron et d’Arcachon. La phase de pré-grossissement consiste a placer les
naissains dans des poches ostréicoles, a effectuer un éclaircissement des collecteurs
(diminution de leur densité au m?), ou bien encore & semer a plat les huitres non dégrappées
sur les parcs. L’élevage se pratique aprés détroquage des jeunes huitres, agées de 6 a 18
mois, des collecteurs sur lesquelles elles sont fixées. Il s’effectue a plat sur la zone
intertidale ou en eaux profondes, en surélévation sur tables - les huitres étant mises en
poches, ou bien sur des filieres - les huitres étant suspendues et fixées sur des fils (en
Méditerranée). L'affinage consiste a séparer les huitres en faible densité dans les « claires
ostréicoles » pour qu’elles bénéficient des développements phytoplanctoniques typiques de
ces biotopes et en particulier de la navicule bleue Haslea ostrearia (Sauriau et al., 1997)
(Fig. I - 2).

La collecte du naissain présente de fortes irrégularités inter-annuelles du fait notamment
des variabilités hydroclimatiques et du nombre trop important de collecteurs mis en place
dans les bassins d'élevage (Robert et Gérard, 1999). Par ailleurs, la proportion de juvéniles
issus d'écloseries commerciales (15%) est insuffisante pour couvrir une demande de
naissains croissante en dehors de la saison naturelle de captage (Devauchelle et al., 1995).
Aussi, les ostréiculteurs expriment de plus en plus souvent une demande de naissains

d’autant qu’il s’agit désormais de répondre a une situation économique nouvelle liée a
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lintervention grandissante de la grande distribution dans le marché ostréicole qui
commercialise désormais une part importante des huitres produites en France, notamment

lors de ventes massives promotionnelles.
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Fig. | — 2. Les principaux bassins ostréicoles frangais (FIOM, IFREMER).

Les conditionnements des géniteurs en écloserie
Le role des écloseries dans la production de naissains de I'huitre japonaise en France
devient de plus en plus important. Bien que six écloseries de bivalves produisent
actuellement des juvéniles pour I'industrie ostréicole francaise, leur réle reste précaire et les
professionnels des écloseries rencontrent encore de nombreuses difficultés a s’adapter a la

demande des ostréiculteurs (Robert et Gérard, 1999). Méme si les techniques de



conditionnement de géniteurs et d'élevage larvaire sont utilisées en routine, il subsiste de
profondes lacunes quant aux connaissances de la physiologie de la reproduction de cette
espéce. Les pratiques couramment utilisées en écloserie consistent en un conditionnement
des géniteurs pendant six a huit semaines, en milieu controlé, de maniére a provoquer la
gamétogenese. Théoriquement ceci permet d'obtenir des gametes matures donnant
naissance a des larves viables lorsque les géniteurs sont prélevés du milieu naturel entre
décembre et juillet. Cependant, 'un des objectifs premiers des écloseries, a savoir la
production réguliere de larves de qualité en nombre suffisant pendant toute 'année, n’est

pas envisageable dans I'immédiat.

Problémes relatifs aux conditionnements des reproducteurs

L’état actuel des connaissances sur la reproduction de l'huitre creuse est limité. Une
maitrise des relations entre les animaux et leur milieu est nécessaire a tous les stades de
développement impliquant une connaissance des paramétres environnementaux et la
réponse des principales fonctions biologiques, notamment les relations nutrition -
reproduction. En conditions contrélées, des améliorations importantes sont nécessaires pour
optimiser le conditionnement de géniteurs de maniére a obtenir des élevages larvaires en
bonne santé et un allongement de la saison de reproduction. Toutes ces considérations nous
ont motivé pour entreprendre des recherches permettant d’améliorer le conditionnement des
géniteurs de C. gigas, et pouvoir ainsi répondre aux problémes rencontrés par les

professionnels des écloseries. Parmi ces problémes trois nous paraissent essentiels :

e lincapacité de produire des gameétes et des larves viables pendant une période
réfractaire, dite de « repos sexuel » qui se déroule en automne sous nos latitudes ;

e |a manque de connaissance de l'effet des paramétres environnementaux sur le
développement gamétique de C. gigas en laboratoire, dont la température et la

photopériode ;



¢ [influence du site d’origine des reproducteurs (quel est leur état physiologique ?) utilisés
pour la production de gameétes et l'impact de la saison a laquelle sont faites les

expérimentations.

Pour donner des réponses a ces questions, nous avions besoin d’avoir auparavant
certains éléments concernant le déroulement du cycle sexuel de cette espéce. Pour cette
raison, dans la premiére partie de notre étude nous avons établi, en collaboration avec des
chercheurs du Laboratoire de Physiologie des Invertébrés de 'lFREMER (ILP/IFREMER),
une classification des stades de reproduction en se basant sur des caractéres qualitatifs et
quantitatifs. Cette « échelle reproductive » est a la base de tout le travail de description des
événements reproductifs observés pendant le déroulement de toutes les expériences
(Lango-Reynoso et al., 2000). Nous avons également réalisé des expériences avec des
stagiaires du DEA d’océanologie biologique et environnement marin pour connaitre le temps
nécessaire pour l'obtention des premiers ovocytes matures dans un conditionnement
pratiqué en routine en écloserie et, aussi, pour déterminer I'impact des différentes
températures de conditionnements sur la gamétogenése de C. gigas. Les résultats de ces
travaux nous ont permis de disposer d’éléments pour la description, I'interprétation et la
discussion des évenements observés dans notre etude des conditionnements et de facteurs
agissant sur les gamétogenéses. Les travaux ont fait I'objet d’'une publication (Chavez-

Villalba et al., 2001), jointe en annexe.

= « Repos sexuel »

Dans la deuxiéme partie de notre étude, nous nous sommes intéressés aux problémes de
conditionnement de C. gigas pendant la période de « repos sexuel ». Durant cette époque
toutes les expériences réalisées en laboratoire pour obtenir du naissain et utilisant la
méthode standard qui consiste a alimenter abondamment les huitres a une température
élevée (19 °C), se soldent par des échecs. Différents auteurs signalent que, fréquemment,

les bivalves ne sont pas réceptifs aux conditions environnementales pendant cette période ;



que ce soit des ostréidés, comme Ostrea edulis (Wilson, 1981), ou des pectinidés comme
Pecten maximus (Cochard et Devauchelle, 1993) ou Argopecten purpuratus (Le Pennec et
al., 1998). Cependant, peu d'études rapportent les probléemes rencontrés pendant le
conditionnement de C. gigas au cours de cette période qui sous nos latitudes se situe en
automne. Il est connu que les modifications des paramétres physiques du milieu pendant le
conditionnement peuvent agir sur le développement de la gonade, en accélérant la
gameétogenése ou en retardant la maturation des gamétes (Loosanoff et Davis, 1952). En
observant les paramétres environnementaux pendant I'automne, on s’apercoit que la
température de I'eau reste relativement élevée (15 a 20 °C selon les régions du littoral
atlantique francgais) alors que la photopériode se trouve dans une phase décroissante. La
reprise de la gamétogenése chez C. gigas est observé dés janvier alors que les
températures diminuent encore. Ces observations semblent indiquer que la température
n’exerce peut-étre pas un réle dominant sur la reprise de la gamétogeneése et que l'influence
d'autres facteurs comme la photopériode sur le cycle de reproduction de cette espéce
pourrait étre déterminante. Malheureusement, il existe trés peu d’information concernant
I'effet de la photopériode sur la reproduction des bivalves. C’est pourquoi une partie de nos
recherches a consisté a étudier expérimentalement I'implication et I'importance relative de la
température et de la photopériode sur la reprise de l'activité reproductrice chez C. gigas

pendant la période automnale.

= Influence de l'origine des reproducteurs et de la saison

La troisieme partie de nos recherches, porte sur I'étude de I'effet de I'origine des géniteurs
et de la saison sur la gamétogenése. L’origine géographique joue telle un réle sur les
conditionnements de reproducteurs en écloserie ?. Peu d’informations sont disponibles sur le
cycle de reproduction de C. gigas sur les cbtes francaises, ainsi que sur la variabilité
geographique qu'il peut présenter. Les observations actuelles en France témoignent d'une
fixation de naissains jusqu'en Normandie, mais seuls les bassins d’Arcachon, de Marennes-

Oléron et de Gironde donnent lieu & un captage commercial. En Normandie on n'enregistre
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pas de recrutement significatif et, dans la région des Abers au nord de la Bretagne, aucune
émission gamétique significative n’est constatée dans les gonades et les ovocytes produits
sont progressivement résorbés, dans cet organe, au cours de 'automne. Pourtant, on peut
s'attendre a des variations géographiques notables de ce cycle chez C. gigas sur les cbtes
francaises. L'étude en conditions contrélées de la réponse reproductive de différentes lots
provenant de divers sites choisis uniquement sur le littoral atlantique devrait nous permettre
d'analyser les possibles variations que présente le cycle de reproduction de cette espéce
(pour raisons de programme nous nous sommes intéressés uniquement aux huitres du

littoral atlantique) .

= Etat physiologique des reproducteurs

Dans la troisieme partie de notre étude nous nous sommes intéressés aussi a I'effet de la
température et des réserves sur le développement des gameétes. Lannan et al. (1980)
précisent I'importance des variations saisonniéres dans les systémes de conditionnements
artificiels indiquant que le succés dans la reproduction dépend de I'état des réserves que
possédent les géniteurs au moment de I'expérimentation. Chez les bivalves des régions
tempérées, I'énergie de réserve (fréquemment sous forme de glycogéne) constituée au
cours de l'automne et I'hiver, est utilisée pour supporter la gamétogenése durant le cycle
sexuel de I'année suivante (Thompson et MacDonald, 1990). |l apparait que chez C. gigas
'accumulation de réserves et la production de gamétes se produisent a des saisons
différentes. Selon la littérature concernant d'autres espéces de régions tempérées (Emmett
et al., 1987 pour Mytilus edulis, Le Pennec et al., 2001 pour Pecten maximus), pendant le
printemps et I'été, les glucides peuvent étre utilisés pour le développement de la gonade, et
les réserves de glycogéne pour les dépenses énergétiques quand la nourriture est
insuffisante. 1l en est de méme pour C. gigas et ainsi, I'accumulation et l'utilisation de
réserves au cours du cycle sexuel semblent rendre possible un conditionnement de
géniteurs sans apports supplémentaires d’aliments. Bien que les régimes alimentaires soient

cruciaux pendant le conditionnement et pour le développement larvaire, quelques
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expériences ont prouvé que des animaux soumis a un apport nutritif partiel ou a une
privation compléte de nourriture - ce qui modifie sensiblement la composition biochimique de
la gonade pendant la gamétogenése - sont quelquefois capables de produire des larves
viables (Utting et Millican, 1997). Certaines expériences en laboratoire ont montré que des
huitres présentant un certain stock de réserves et soumises durant le conditionnement a un
jeune complet sont capables de produire des larves viables (Breese et Malouf, 1975 ;
Cochard, 1998). L’étude du rble des réserves sur la gamétogenése de C. gigas en conditions
contrélées en parallele avec celui de la température devrait nous permettre de définir de

nouvelles stratégies pour les conditionnements en écloserie de cet ostréidé.
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Il - Matériel et méthodes

Dans chaque chapitre seront données des précisions sur le nombre d’huitres utilisées,
leur origine, les conditions expérimentales, les paramétres étudiés et selon le cas, les
meéthodes ou techniques particulieres a une expérience donnée.

Il serait nécessaire de préciser que dans toutes les expériences réalisées dans notre
étude, les huitres utilisées provenaient de « l'animalerie » mis en place par le LPI
(IFREMER/Brest). Ces huitres proviennent du captage réalisé chaque année dans le bassin
d’Arcachon. Elles ont été pré-élevées pendant une année a Larmor Baden, puis des lots de
800 — 1000 individus ont été constitués (200 ind/poche ostréicole) et placés sur chacun des
sites d’élevage en mars — avril a 'age de 18 mois. Le site d’élevage a été choisi a la méme
hauteur d’eau (coefficient de marée 80) et l'entretien des poches était assuré par
I'ostréiculteur qui possédait la concession. Les reproducteurs ont séjourné 6 a 8 mois sur les
sites avant les premiers prélevements, leur age était donc pour chacune des expériences
réalisées compri entre 2 ans et demi (pour les expériences de 1998) et 3 ans et demi (pour
les expériences de 1999).

Les sites d’élevage se trouvent dans diverses stations de I'lFREMER, qui a mis en place
un réseau de suivi de la croissance de I'huitre creuse dans les principaux bassins frangais.
Le réseau ainsi mis en place en 1993 est dénommé « Réseau Mollusques du Département
Ressources Aquacoles » ou « REMORA ». Les lots considérées dans le cadre de nos
recherches sont nommées selon leur site d'origine, soit du nord au sud du littoral atlantique
francaise : la baie des Veys (Normandie), Aber Benoit et Baden (Bretagne), Bouin (Vendée),

La Tremblade (Poitou Charente) et Arcachon (Aquitaine) (Fig. Il - 1).
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Conditions expérimentales

Toutes les expériences de conditionnement de géniteurs et d’obtention des gamétes ont
été réalisées au centre IFREMER de Brest.

Les huitres ont été prélevées a partir de différents sites ostréicoles (Fig. I/ - 1). Dés leur
arrivée au centre, les animaux ont été détroquées et nettoyées afin d’éliminer les épibiontes
fixés sur la coquille. Avant de commencer les expériences, les huitres ont été placées une
semaine dans des bacs d’acclimatation ou la température et la salinité de I'eau ont été
réglées sur celles du milieu naturel au moment de la récolte. Aprés cette période
d’acclimatation et selon le cas, les animaux ont été divisés en deux groupes: les huitres
destinées au conditionnement et celles utilisées pour I'expérience de troussage (pour
reprendre l'equivalent francais du terme usuel anglais « stripped ») (voir obtention de

gameétes, p. 23).

Conditionnement standard

Les huitres ont été réparties aléatoirement en proportions identiques dans les bacs de
maturation. Le conditionnement a été réalisé suivant la technique de routine utilisée dans les
écloseries. Les bacs sont thermostatés et alimentés en eau de mer pré-filtrée a environ
50 ym sur filtre a sable. La salinité est de I'ordre de 34 %.. Le débit de renouvellement de
'eau est de 30 litres/heure, et 'homogénéisation et l'oxygénation de la masse d’eau est
assurée par un systéme « air lift ». La photopériode est maintenue a 16 heures d’éclairement
journalier a l'aide de lampes de néon de type « lumiére du jour » commandées par des
chronorupteurs. Les conditions dans les bacs de maturation sont maintenues jusqu'a la fin
de l'expérience. Les bacs sont vidangés et nettoyés tous les cing jours pendant I'expérience.

(Fig. Il - 2)
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Le régime alimentaire utilisé pendant le conditionnement standard est composé d’un
mélange de deux algues phytoplanctoniques vivantes, Isochrysis aff galbana (T-iso) Green
(50 %) et Chaetoceros calcitrans Takano (50 %), habituellement utilisé dans les écloseries
(Robert et Trintignac, 1997). Ce mélange est fourni en continu et la quantité distribuée

quotidiennement est de 10° cellules/jour/animal pour chaque espéce (Fig. Il — 3).

Fig. Il - 2. Bac de maturation pour le conditionnement des huitres (Crassostrea gigas). Systéeme de

régulation de la température (en encadré).
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Indices physiologiques

Les individus ont été collectés au hasard dans les bacs de maturations et les longueurs,
largeurs et épaisseurs, et poids total ont été déterminés (Fig. Il - 4). Aprés ouverture des
animaux et selon les besoins de chaque expérience, la totalité des tissus ou I'ensemble
gonade - glande digestive (nommé gonade), et le reste (nommé chair), ont été détachés de
la coquille et mis dans des nacelles en aluminium préalablement tarées et marquées, puis
pesés afin de déterminer le poids humide. Les échantillons ainsi traités ont été conservés au
congélateur a —20° C jusqu’a I'étape de lyophilisation pour déterminer le poids sec. Les
coquilles ont été mises a sécher a I'air libre pendant 48 heures avant d’étre pesées. Du point
de l'ontogenése, la longueur est la plus grande dimension paralléle a 'axe de la charniére.
Cependant, comme les professionnels, nous considérerons ici la longueur comme étant la

plus grande dimension de I'huitre (Fig. Il — 4).

Fig. Il — 4. Mensurations effectuées sur les
huitres lors de I'’échantillonnage.

Epaisseur

Longueur

L’indice de Walne et Mann (1975) a été utilisé dans la plupart des expériences. Cet indice,
absolu, estime le métabolisme dirigé vers le processus de gamétogenése ou le stockage du

glycogene (Crosby et Gale, 1990). La formule est |a suivante:

PSCh*1000
PSC

IWM =
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Ou /WM est I'indice de Walne et Mann, PSCh est le poids sec de la chair en grammes et

PSC est le poids sec de la coquille en grammes

Histologie

Une piéce standard de masse viscérale a été coupée juste au-dessus de la cavité
péricardique chez chaque individu échantillonné pour I'étude histologique et elle a été fixée
au liquide de Bouin durant 48 heures. Les échantillons ont ensuite été déshydratés dans des
bains successifs d'éthanol de degré croissant et de deux bains de toluéne, pour finalement

étre inclus dans la paraffine (Tableau Il - 1).

Tableau Il — 1. Protocole pour 'histologie : déshydratation

Etapes de déshydratation

Ethanol 70° 1 heure

Ethanol 70° 1 heure

Ethanol 95° 1 heure

Ethanol 95° 1 heure

Ethanol 95° 1 heure

Ethanol 100° 1 heure 30 minutes
Ethanol 100° 1 heure 30 minutes
Ethanol 100° 1 heure 30 minutes
Toluéne 2 heures

Toluéne 2 heures

Paraffine | 10 heures
Paraffine Il 2 heures

Des coupes de 5 ym d’épaisseur ont été réalisées et montées sur lames porte-objets. Ces
coupes ont été ensuite colorées avec une solution d’hematoxiline-éosine Y (Martoja et
Martoja-Pearson, 1967) (Tableau Il - 2). Les préparations ont été observées sous un

microscope muni d’une cameéra vidéo (voir analyse d’'images).
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Tableau Il — 2. Protocole pour I'histologie : coloration

Etapes de coloration (Hématoxyline et éosine)

Xyléne 5 minutes
Xyléne 5 minutes
Ethanol 100° 5 minutes
Ethanol 100° 5 minutes
Ethanol 95° 5 minutes
Ethanol 70° 5 minutes
Eau distilléee 5 minutes
Hématoxyline de Groat 3 — 5 minutes
Bain eau courante 3 minutes
Bain eau acétifiée (1%) 2 minutes
Eosine 4 minutes
Ethanol 95° 5 minutes
Ethanol 100° 5 minutes
Xyléne 5 minutes
Xyléne 5 minutes

Montage des lamelles avec baume d’inclusion

Classification des stades de reproduction

L’évolution du développement de la gonade des huitres pendant les conditionnements a
été décrite selon des classes de diamétres ovocytaire établies dans notre étude (Lango-
Reynoso et al., 2000). Cette classification propose quatre stades de maturation gonadique
en fonction du diamétre des ovocytes et des caractéristiques histologiques de la gonade:
Début de la gamétogenése, vitellogenése, maturité et dégénérescence (voir chapitre Ill).

Dans le cas des males, nous avons distingué quatre phases de maturation en se basant
sur les caractéristiques cytologiques de la gonade. Nous n’avons utilisé que les
caractéristiques qualitatives pour différencier ces phases puisque aucune classification du
développement sexuel reposant sur le suivi évolutif d’'un paramétre biométrique n'a été
proposeé jusqu’a présent. Phases de maturation chez les males : Début de la gamétogenése,

croissance, maturité et dégénérescence (voir chapitre ).
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Analyse d’images

Les préparations histologiques ont été observées sous un microscope Leica avec deux
grossissements selon la taille des cellules (40X et 100X). Le microscope était muni d’'une
caméra vidéo et les images ont été enregistrées et traitées par I'analyseur Silicon Graphics
Station (Logiciel Visilog 5.1) pour la détermination de la taille des ovocytes, leur fréquence et
I'activité gamétogénétique.

Le périmétre de chaque ovocyte a été dessiné et mesuré sur I'écran de I'ordinateur (Fig.
Il - 5) pour calculer une aire en "pixels" (s). Cette mesure a été ensuite transformée en un
diameétre théorique (D) en microns sur la base d'un calibrage antérieur (Dimsorique V4 S/ n).
Cette opération a été faite sur 100 ovocytes sélectionnés aléatoirement par huitre et les
mesures ont été effectuées selon une procédure standardisée de maniére a éviter les biais
lors de la sélection des champs d’analyses. Des transects ont été tracés verticalement ou
horizontalement sur les préparations histologiques de maniére a suivre les aires qui
contenaient le plus d’'ovocytes et maximiser la couverture des champs (Fig. Il - 5). Tous les
ovocytes contenus a l'intérieur d'un champ et qui présentaient un noyau bien défini ont été
mesurés. Chaque ovocyte ainsi mesuré a été assigné a un stade de maturation gonadique

en fonction de son diamétre et des caractéristiques histologiques de la gonade.

1=235,38 ym
2 2=44,46 ym
= 3=232,84 ym
4 =45,62 pm
5=51,63 ym

i

< s s
e |

Fig. Il - 5. A — mensuration des ovocytes sur I'écran de I'ordinateur. B — Procédure standardisée

lors de la mensuration des ovocytes. Les chiffres 1 a 5 indiquent la taille (um) des ovocytes.
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Analyses biochimiques

Tous les échantillons destinés a la détermination de protéines, glucides et lipides totaux
ont été d’abord broyés en additionnant 1 ml d’eau distillée par gramme de tissu, et ensuite
une partie du contenu a été versée dans des tubes préalablement marqués; 1 ml pour les
protéines, 1 ml pour les glucides, 1 ml pour les lipides et de 1 a 5 ml comme réserve. Les
tubes ont été stockés a — 20 °C jusqu’a leur analyse. Avec l'autre partie du broyat, 2 ml ont
été versés dans des nacelles en aluminium préalablement tarées et pesées qui, aprés
remplissage, ont été mises dans un four a 100 °C pendant 48 heures. Les nacelles ont été
pesées pour la détermination du poids sec (qui a servi comme base pour le calcul de

pourcentage de protéines, glucides et lipides).

Protéines

Dosage manuel de protéines totales par le méthode de Lowry et al. (1951).

o Préparation de la gamme étalon de la fraction d’albumine V (AFV).
. Réalisation d’'une solution mére (SM) de AFV a 1 mg/ml de NaOH 0.1 N.
. Préparation de :
OulSM + 1000 yINaOH 0.1 N =0.00 mg/ml
50 ulSM  + 950 yiINaOH 0.1 N =0.05 mg/ml
100 I SM  + 900 yiINaOH 0.1 N =0.10 mg/ml
200 yISM  + 800 uyiINaOH 0.1 N =0.20 mg/mi
300 yISM  + 700 yiINaOH 0.1 N =0.30 mg/ml
400 yISM  + 600 yINaOH 0.1 N =0.40 mg/ml
500 yISM + 500 yiNaOH 0.1 N =0.50 mg/mi
600 yISM  + 400 yiNaOH 0.1 N =0.60 mg/ml
800 uISM + 200 yiNaOH 0.1 N =0.80 mg/mi
1000 yISM  + OpINaOHO.1 N  =1.00 mg/ml

Il faut ensuite :

. Ajouter 2 ml de NaOH 2N au tube contenant I'’échantillon (1 ml), agiter et
laisser a température ambiante au moins 1 heure.

o Prendre 100 pl de la premiére dilution dans un tube et ajouter 900 ul d’eau
distillée et agiter.

. Dans un autre tube, prendre 250 ul de la deuxiéme dilution et jouter 750 pl
de NaOH 0.1 N et agiter.

. Prendre 500 ul de la derniére dilution et de la gamme dans de cuves pour

spectrophotomeétre et ajouter 1 ml de réactif de Lowry, attendre 10 minutes
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. Ajouter 1 ml de réactif de Folin et attendre 1 heure 30 minutes
. Faire la lecture sur le spectrophotométre a 750 nm.

Glucides

Dosage manuel de glucides totales par le méthode de Dubois et al. (1956)

. Préparation de la gamme étalon de glucose (G)
o Réalisation de la solution mere (SM) de G a 0.4 mg/ml d’eau distillée (ED)
. Préparation de :
OplSM  + 2000 pl ED = 0.00 mg/mi
50yl SM  + 1950 ul ED =0.01 mg/ml
100 yISM  + 1900 ul ED = 0.02 mg/ml
200 yISM  + 1800 pl ED = 0.04 mg/ml
400 yISM  + 1600 pl ED = 0.08 mg/ml
600 uISM  + 1400 pl ED =0.12 mg/ml
800 uyISM + 1200 ul ED =0.16 mg/ml
1000 I SM  + 1000 pl ED =0.20 mg/ml
1500 yI SM  + 500 ul ED = 0.30 mg/ml
2000 ul SM + O ulED = 0.40 mg/ml

[l faut ensuite :
. Prendre 50 ul de chaque échantillon et ajouter 1950 ul ED (tubes en

plastique).

. Prendre 500 ul de la dilution et de la gamme dans des tubes en verre.

o Ajouter 1 ml de phénol & 5 % et attendre 20 minutes.

o Ajouter 5 ml d’acide sulfurique concentré et refroidir immédiatement dans la
glace.

. Faire la lecture en le spectrophotométre a 490 et 600 nm; DO = DOyg —

1.5*(DOggo— 0.003).

Lipides
Nous avons utilisé la technique gravimétrique aprés extraction selon la méthode de Bligh

et Dyer (1959)

. Extraction 1: Prendre 400 ul de chaque échantillon dans des tubes en verre.
Ajouter 1 ml d’éthanol (pour analyse).
Ajouter 500 pl de dichlorométhane.
Laisser 10 minutes dans la glace.
Centrifuger a 3000 rpm a 2 °C pendant 10 minutes.
Transvaser tout le surnageant dans des tubes coniques.

e  Extraction 2: Ajouter au culot 200 ul d’eau distillée glacée.
Ajouter 500 pl d’éthanol.
Ajouter 250 pl de dichlorométhane.
Laisser 10 minutes dans la glace.
Centrifuger a 3000 rpm a 2 °C pendant 10 minutes.
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Transvaser tout le surnageant dans les tubes coniques
précédemment utilisés.

Extraction 3: Faire la méme opération que lors de I'extraction 2.

Dans les tubes coniques nous avons les 3 phases des 3 extractions
successives et nous devons :

Ajouter a ce mélange 1 ml d’eau distillée glacée.

Ajouter 1 ml de dichlorométhane.

Centrifuger a 3000 rpm a 2 °C pendant 10 minutes.

La phase inférieure du tube contient le dichlorométhane et les lipides que
nous récupérons dans des tubes en verre avec une pipette de 2 ml. Puis il
faut :

Ajouter 2 ml de dichlorométhane au résidu du tube conique (phase
supérieure).

Centrifuger a 3000 rpm a 2 °C pendant 10 minutes.

Récupérer la phase inférieure et I'ajouter dans le tube de verre
précédemment utilisé.

Mettre les tubes en verre avec les lipides et le dichlorométhane dans un
évaporateur.

Evaporer le dichlorométhane sous azote a 30 °C.

Une fois I'évaporation terminée, transvaser les lipides des tubes en verre
avec du dichlorométhane dans des nacelles en téflon préalablement tarées
en utilisant des pipettes Pasteur.

Mettre les nacelles avec les lipides dans une étuve a 40 °C jusqu’a
I'évaporation totale du dichlorométhane.

Peser les nacelles.

Obtention des gameétes

Pour I'obtention des gamétes, soit a la fin de chaque expérience de conditionnement, soit
pour les huitres non conditionnées, un prélévement direct par scarification de la gonade a
été effectué sur 15 huitres de chaque lot (Allen et Bushek, 1992). Les huitres ont été
ouvertes et leur sexe a été déterminé par l'observation d’'un frottis au microscope. La
scarification de la gonade a été effectuée par incision légére du tégument et la totalité des
gametes a été récupérée par ringage de la gonade avec de I'eau de mer filtrée. Les ovocytes
ont été tamisés a 80 um pour éliminer tous les restes de tissu, ensuite retenus et lavés a
'eau de mer filtrée sur un tamis de 20 ym. Les gamétes ont été placés dans des béchers
avec un volume connu (de 2 a 5 litres), trois échantillons de 50 pl de chaque bécher ont été

prélevés afin de réaliser le comptage au moyen d'un projecteur de profil. Immédiatement
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aprés toutes les expériences de scarification nous avons fait un pool de 5 femelles par lot.
Les spermatozoides de 2 ou 3 males sont récupérés par scarification de la gonade et aprés
contréle de la mobilité, le sperme est ajouté au pool d'ovocytes selon la méthode décrite par
Gruffydd et Beaumont (1970). La fécondation des ovocytes a été vérifiée au microscope en

observant la formation du premier globule polaire.

Taux d'éclosion et élevage larvaire

Un nombre équivalent d’embryons de chaque huitre femelle a été mis en élevage dans un
seul bac cylindro-conique de 150 litres rempli d’eau de mer filtrée a 1 ym (Fig. Il - 6). La
densité des embryons était de 33 / ml et la température de I'eau maintenue a 20 °C. Aprés
48 heures, les bacs ont été vidangés et les larves « D » récupérées sur un tamis de 40 ym.
Trois échantillons ont été prélevés afin de réaliser un comptage larvaire et de déterminer le

taux d’éclosion :

re= 22D 100
NIE

Ou TE est le taux déclosion, NLD est le nombre de larves « D » aprés 48 heures
d’élevage et NIE est le nombre initial d’embryons.

Pour I'élevage larvaire nous avons suivi la procédure standard utilisée dans les écloseries
expérimentales. Nous avons mis un nombre équivalent de larves « D » (33 / ml) dans les
bacs d’élevage aprés l'estimation du taux d’éclosion. La température de l'eau a été
maintenue a 20 °C tout au long de I'élevage, et les larves ont été alimentées avec un
mélange d’algues phytoplanctoniques constitué de trois espéces; Chaetoceros pumilum
(40 %), Isochrysis aff. galbana (Clone T-iso; Tahiti Isochrysis) (40 %) et Pavlova lutheri

(20 %). La quantité apportée est d’environ 80000 cel / ml au début de I'élevage et 150000
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cel/ml a la fin. L’'eau des bacs a été renouvelée tous les deux jours, et les larves ont été
récupérées sur tamis de différentes tailles. La taille des larves a été mesurée a partir de un
ou deux millilitres d’eau contenant des larves de chaque bac. Les prélévements ont été
réalisés aux deuxiéme, neuvieme et seizieme jours d’élevage. Les échantillons ont été
placés dans des récipients en plastique et fixés au formol (5 %). Deux ou trois photographies
ont été prises pour chaque échantillon en utilisant le logiciel « Scionimage pour Windows »
traitées par le méme logiciel (« scioncorp.com ») pour I'évaluation de la taille des larves (la
longueur d'une larve étant équivalente a I'axe le plus grand d'une ellipse ajustée a la forme

de la larve).

Fig. Il - 6. Bacs cylindro-coniques pour I'élevage
larvaire.

Analyse statistique

Les proportions relatives a chaque stade de développement gamétique ont été calculées
et transformées en « arc - sinus racine de x » afin de normaliser les valeurs pour chacune

des huitres (Snedecor et Cochran, 1972). Les données correspondant a la production

-25-



d’'ovocytes ont subi une transformation logarithmique. Les données transformées des
proportions et du nombre d’ovocytes produits ont été comparées a 'aide du test de Kruskall-
Wallis (P < 0.05) au moyen du logiciel STATGRAPHICS - Plus®. Les analyses de variance a
un ou plusieurs facteurs ont permis de tester I'effet d’'une ou plusieurs variables sur la
production d’ovocytes, la taille des larves, les proportions des ovocytes, etc. Dans chaque
chapitre nous donnerons des précisions en ce qui concerne les tests ou analyses utilisées

pour une expérience donnée.
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lll - Classification des différents stades de maturation
gonadique chez Crassostrea gigas

Introduction

Il existe différentes maniéres d’étudier I'évolution de la croissance des gameétes chez les
bivalves. Les méthodes peuvent étre classées en quatre catégories : (i) les observations
directes relatives a la taille, couleur et forme des gonades (Mason, 1958) ; (ii) les indices
gonadiques, le poids relatif de la gonade en relation avec le poids total de l'individu (poids
sec ou humide) (Hughes-Games, 1977 ; Grant et Tyler, 1983a ; Bodoy et al, 1986) ; (iii) la
taille moyenne des ovocytes (Kennedy et Battle, 1964 ; Muranaka et Lannan, 1984) ; et (iv)
les stades de développement de la gonade basés sur des caractéristiques cytologiques
(histologie) (Quayle, 1969 ; Yakovlev, 1977 ; Steele, 1998). Plusieurs études ont corrélé les
stades de développement de la gonade a certaines caractéristiques cytologiques reconnues
chez tous les mollusques bivalves. Malheureusement, la détermination de ces stades est
souvent subjective, et il n’existe aucun accord sur les critéres a retenir pour établir une
échelle de maturation concernant la reproduction des bivalves (Barber et Blake, 1991).

En général, toutes les classifications qui décrivent des stades reproductifs chez les
bivalves sont basées sur des criteres qualitatifs. Barber et Blake (1991) précisent que
I'approche la plus compléte est d’appliquer au moins deux méthodes, une qualitative et une
autre quantitative. Ces mémes auteurs indiquent que l'histologie est toujours nécessaire
pour l'identification d’événements liés au développement des gamétes. Par exemple, le suivi
des variations saisonniéres des différents stades de la gamétogenése a l'aide d'une étude
histologique permet d’identifier les phénoménes qui affectent les activités reproductives des
bivalves (Paulet, 1990). Cependant, il n’existe actuellement aucune classification ou échelle

reproductive qui combine des approches quantitatives et qualitatives.

-27 -



L’objectif de cette partie de nos recherches était de proposer une classification des
événements reproductifs chez C. gigas en utilisant des critéres qualitatifs (histologie) et
quantitatifs (diamétre des ovocytes). Pour cela, nous avons étudié I'évolution de la
gameétogenese chez six lots de C. gigas élevés en différentes régions de la cote atlantique
francaise en nous basant sur la taille des ovocytes et la description histologique de la
gonade. Nos résultats ont été comparés a ceux trouvés par Lango-Reynoso (1999) qui a
étudié trois populations d'huitres en France et qui a utilisé les mémes critéres pour décrire la
gamétogenése de ces animaux. L’ensemble des résultats a permis de proposer une
classification qualitative — quantitative pour évaluer le développement gamétogénétique de

C. gigas (Lango-Reynoso et al., 2000).

Conditions expérimentales

Six lots de 30 huitres chacun ont été prélevées des sites d'élevage : Baie des Veys (BV),
Aber Benoit (AB), Baden (Ba), Bouin (B), La Tremblade (T) et Arcachon (A). (cf Fig. Il - 1).
Les animaux ont été transportés en méme temps au Centre IFREMER de Brest. Quatre

prélevements ont été effectués: en décembre 1998, février, avril et juin 1999.

Parameétres étudiés

Cytologie. De 10 a 15 individus de chaque site, pour chaque période d'échantillonnage, ont
été prélevés pour les analyses histologiques et les analyses d’images.

Traitement statistique. Pour chaque individu, nous avons fait un histogramme de
fréquences de la taille des ovocytes qui a été analysé en utilisant un programme
d’ajustement des distributions (Macdonald et Green, 1988). Cela a permis de déterminer les

différents pourcentages des diamétres ovocytaires chez un animal donné (analyse modale).
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La moyenne des diamétres ovocytaires et I'écart-type ont été calculés pour chacune des
huitres, ensuite la moyenne de I'échantillon par période et son écart-type ont été estimés
(Grant et Tayler, 1983b). Finalement, les moyennes des diameétres ovocytaires de chaque
population (BV, AB, Ba, B, T, A) ont été comparées avec celles trouvées pour les
populations de la rade de Brest : 'Anse du Roz, la Pointe du Chéteau et celle de Marennes-

Oléron (Lango-Reynoso, 1999) pour les périodes et stades histologiques correspondants.

Résultats

Les analyses des diamétres ovocytaires des huitres provenants de la baie des Veys, de
I’Aber Benoit, de Baden, de Bouin, de La Tremblade et d'Arcachon montrent que les six
populations présentent la méme distribution ovocytaire. Les changements temporaires dans
la distribution de fréquences des diamétres des ovocytes ont révélé quatre distributions
distinctes au cours du développement de la gonade chez cette espéce. Dans la Figure Il - 1
est présenté un exemple de chaque distribution caractéristique associée aux résultats des

analyses modales.
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Fig. 1l - 1. Changements temporaires individuels des distributions taille - fréquence des diametres

ovocytaires chez Crassostrea gigas, qui caractérisent les quatre stades gonadiques

décrits dans cette étude. Le chiffres (@) représentent le nombre total d’individus

mesurés

Les résultats de I'analyse modale (voir annexes) sont présentés dans le Tableau Il — 1.
Nous avons obtenu quatre classes modales avec des pourcentages respectifs; un seul
groupe d'ovocytes a été identifié pour les trois premiéres classes avec comme moyenne
pour la premiére « début de gamétogenése » : 5.32 + 2.66 um, dans la seconde classe
« vitéllogenese » : 16.43 £ 4.22 ym, pour la troisiéme « maturité » : 37.10 £ 3.46 uym. Pour la
quatrieme classe « dégénérescence », nous avons trouvé deux groupes d’ovocytes, le

premier avec une moyenne de 11.26 £ 1.75 ym (54.5 %) et le deuxiéme avec une moyenne

de 43.68 £ 2.12 um (45.5 %).

Tableau Il - 1. Analyse modale de la taille - fréquence des ovocytes (Crassostrea gigas) a partir

des six populations étudiées.

Classe Modale (CM)

Pourcentage d’ovocytes dans CM X £ E.T. (um)* n
Début de gamétogenése 100 5.32 + 2.66 8700
Vitellogenése 100 16.43 £4.22 3100
Maturité 100 37.10 £ 3.46 2100
Dégénérescence 54.5 11.26 +1.75 800
45.5 43.68 £2.12

* Moyenne (+ écart - type) par classe modale
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Les distributions de taille des ovocytes de chaque individu provenant des populations de
la baie des Veys, de I'Aber Benoit, de Baden, de Bouin, de La Tremblade et d’Arcachon ont
été assignées a chaque stade gonadique décrit antérieurement a propos des résultats des
distributions taille - fréquence et I'analyse modale (Tableau lll - 2). Ensuite, une analyse de
variance a été réalisée pour comparer la moyenne des diamétres ovocytaires individuels de
chacune des populations étudiées (BV, AB, Ba, B, T et A) avec la moyenne caractéristique a
chaque stade gonadique estimée par Lango-Reynoso (1999). Les résultats n’'ont pas montré
de différences significatives (P < 0.05) entre les deux groupes de données a I'exception des
huitres de I'Aber Benoit dont les diamétres ovocytaires moyens sont significativement

supérieurs a ceux des autres populations en décembre 1998 (Fig. Ill - 2 ; Tableau Il - 3).

Tableau Il - 2. Classification des stades gonadiques des huitres Crassostrea gigas provenant de
différents sites de la cote atlantique francaise selon I'échelle reproductive basée sur les

diameétres ovocytaires. Les chiffres correspondent au nombre des individus par stade

reproductif.
Stades reproductifs
Population — Période Début Vitellogenése  Maturité = Dégénérescence
Gamétogenése
Baie des Veys Déc’98 7 1
Aber Benoit " 1 4 1 1
Baden " 8 1
Bouin " 9
La Tremblade " 10
Arcachon " 8
Baie des Veys Fév'99 9
Aber Benoit " 6 1
Baden " 8
Bouin " 7
La Tremblade " 4
Arcachon " 7
Baie des Veys Avr99 4
Aber Benoit " 5
Baden " 1 3
Bouin " 1 7
La Tremblade " 4
Arcachon " 1 6
Baie des Veys Juin’99 5
Aber Benoit " 3
Baden " 2
Bouin " 5
La Tremblade " 1
Arcachon " 6
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Fig. lll - 2. Résultats de I'analyse de variance (P < 0.05) concernant la comparaison des moyennes

de la taille des ovocytes trouvées par Lango-Reynoso (1999) pour ; An — Anse du Roz, P — Pointe

du Chateau et M — Marennes-Oléron, et celles de cette étude ; BV — Baie des Veys, AB — Aber

Benoit, Ba — Baden, B — Bouin, T — La Tremblade et A — Arcachon.

Tableau Il -3. Résultats de l'analyse de variance (P < 0.05) concernant la comparaison des

moyennes de la taille des ovocytes trouvées par Lango-Reynoso (1999) et celles de cette

étude.
Source Carré des Degré de Moyenne au Test de Signification
écarts liberté carré Fisher du test
Décembre 1998
Entre groupes 2396.,4 8 479,28 12,96 0,0000
Dedans les groupes 1775,3 48 36,98
Total 4171,4 56
Février 1999
Entre groupes 25,3 8 5,07 1,5 0,2158
Dedans les groupes 118,6 35 3,39
Total 144 56
Avril 1999
Entre groupes 34,94 8 6,98 0,28 0,9224
Dedans les groupes 684,44 27 25,34
Total 719,38 35
Juin 1999
Entre groupes 243,7 8 48,75 2,03 0,1172
Dedans les groupes 479,3 20 23,96
Total 7231 28
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Une fois les caractéristiques liées aux changements temporaires et a I'analyse modale
déterminées pour chacun des groupes, et considérant qu'il n'y a pas de différences
significatives entre les valeurs présentées dans cette étude et celles trouvées par Lango-
Reynoso (1999) pour les périodes correspondantes, nous avons proposé une classification
des stades de maturation gonadique pour C. gigas (Lango-Reynoso et al., 2000). L'intervalle
de taille et les caractéristiques histologiques (Fig. /Il — 3) correspondant a chaque stade de

développement gamétique sont présentés a continuation :

Stade 1: Début de la gamétogenése. Le diamétre ovocytaire se situe entre 3.5 et 12
pgm. Les acini sont peu développés en nombre et en volume dans le tissu conjonctif. Les
parois des tubules sont tapissées de cellules primaires qui possedent un noyau de grand
taille et présentent un cytoplasme peu abondant ;

o Stade 2: Vitellogenése. Le diamétre des ovocytes est entre 12 et 30 ym. Les cellules
restent adhérentes a la paroi des acini mais elles entrent en croissance, c’est la phase de
vitellogenése. Du fait de l'augmentation de la taille des acini, le tissu conjonctif a
quasiment disparu ;

e Stade 3: Maturité. Les ovocytes ont un diamétre de 30 a 41 ym. Les acini sont
complétement remplis d’ovocytes matures (avec une taille relativement homogéne), qui
présentent un noyau distinctif et parfois le nucléole est visible ;

o Stade 4: Dégénérescence. La plupart des ovocytes ont un diamétre supérieur a 41 pm.

lls sont en état de dégénérescence, parfois allongés, parfois déchirés. Le développement

de petits ovocytes est évident sur les parois des acini.
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| @ A |

Fig. lll — 3. Stades de maturation gonadique de Crassostrea gigas en fonction du diamétre des
ovocytes. A — « Début de gamétogenése », B — « Vitellogenése », C — « Maturité » et D —
« Dégénérescence ». ODG — ovocyte en début de gamétogenése, OV — ovocyte en
vitellogenése, OM — ovocyte mature, OD — ovocyte en dégénérescence, TCV — tissu

conjonctif vésiculeux.

Dans le cas de méales, nous avons distingué quatre phases de maturation en nous basant
uniquement sur les caractéristiques cytologiques de la gonade (Fig. Ill—4). Les

caractéristiques de chaque stade sont présentées a continuation :

e Stade 1: Début de la gamétogenése. La lignée germinale est réduite a quelques
travées cellulaires comprenant des spermatogonies et quelques spermatocytes, baignant

dans un tissu conjonctif vésiculeux particulierement abondant ;
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Stade 2: Croissance. Les acini gagnent en volume et les séquences normales de la
spermatogenése y sont observées avec des spermatocytes | et Il, des spermatides et
quelques spermatozoides. Ces derniers s’organisent radialement dans la lumiére de
'acinus, 'acrosome semblant rattaché aux spermatides et le flagelle étant orienté vers le
centre de la lumiére ;

Stade 2: Maturité. Le tissu conjonctif vésiculeux est considérablement réduit. Les
spermatozoides abondent et forment des paquets dans la lumiére des follicules ;

Stade 4 : Dégénérescence. Quelques spermatozoides sont observés dans la lumiére

des acini, ainsi que de jeunes cellules le long des parois des acini.

Fig. Ill - 4. Stades de maturation gonadique des huitres males Crassostrea gigas. A — Début de
gamétogenése, B — Croissance, C — Maturitt et D — Dégénérescence. Sg -
spermatogonies, Sm — spermatocytes, Sp — spermatozoides, Spr — spermatozoides

résiduels, TCV — tissu conjonctif vésiculeux, GD — glande digestive.
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Discussion

L’analyse des stades de développement de la gonade chez les bivalves nécessite de
prendre en compte des données qualitatives et quantitatives. L’histologie est toujours
nécessaire pour la description des événements relatifs au développement des gameétes. Les
estimations quantitatives sont importantes parce qu’elles éliminent la subjectivité et les
problémes associés a la description (Barber et Blake, 1991). Plusieurs chercheurs ont utilisé
la caractérisation des stades par observation histologique (qualitative) comme information
additionnelle aux mesures quantitatives. Sastry (1979) a corrélé la taille moyenne des
ovocytes avec les stades de développement gonadique chez Argopecten irradians. Ruiz-
Dura (1974), Morales-Alamo et Mann (1989) et Frias-Espericueta et al. (1997) ont établi une
échelle reproductive pour Ostrea corteziencis, C. virginica et C. iridescens. Cette échelle est
basée sur le diamétre des ovocytes pendant la période de maturation et de ponte. Une
classification similaire a été proposée par Lubet et Allarakh (1994) pour Saccostrea
cucullata, mais cette échelle était basée sur 'dge des ovocytes et considérait que les jeunes
ovocytes avaient un diameétre inférieur a 50 um, et que les ovocytes matures étaient plus
grands (> 50 um). Les observations histologiques de la gonade incluant des mesures
quantitatives doivent étre prises en compte dans n’importe quelle étude sur la reproduction
des mollusques bivalves parce qu’elles procurent une information détaillée non disponible
d’'une autre maniére (Dinamani, 1987; Morales-Alamo et Mann, 1989). Nous avons trouvé
dans notre étude des caractéristiques histologiques qualitatives de la gonade femelle
similaires a celles rapportées dans des travaux antérieurs sur la méme espéce, dont en
particulier les descriptions faites par Quayle (1969) en Colombie Britannique (Canada),
Yakovlev (1977) en mer du Japon, et Steele (1998) en Irlande. Pourtant, une description

détaillée des caractéristiques histologiques n’a pas été nécessaire pour cette étude.
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L’analyse des diamétres ovocytaires et I'observation histologique de la gonade chez C.
gigas en France pour les populations de I'Anse du Roz, de la Pointe du Chéateau et de
Marennes Oléron faites par Lango-Reynoso (1999) ont mis en évidence un cycle reproductif
saisonnier clairement défini. Le cycle décrit dans notre étude présente la méme évolution
pendant la période décembre — juin (voir chapitre V). En conséquence, le cycle reproductif
de C. gigas peut étre divisé en quatre étapes bien définies en fonction des changements
temporaires du diamétre ovocytaire: début de la gamétogenése, vitellogenése, maturité,
dégénérescence.

Les tests utilisés pour évaluer I'échelle reproductive pour les différentes populations
étudiées (baie des Veys, Aber Benoit, Baden, Bouin, La Tremblade et Arcachon) montrent
gu’une classification dans un des quatre stades reproductifs proposés dans notre étude est
possible a partir des distributions de la moyenne et de la fréquence de taille. Ces résultats
ont été confirmés par I'analyse modale qui a permis la détermination des pourcentages des
modes. Pendant les périodes d’étude rapportées, décembre 1998, février, avril, et juin 1999,
la distribution en taille des ovocytes de chaque individu a présenté une tendance modale qui
a pu étre assigné au stade reproductif correspondant. Nous avons observé que certaines
populations présentaient différentes tendances en méme temps. Cela n’a pas permis une
classification par groupe, et requiert une analyse individuelle. Par exemple, les distributions
ovocytaires des huitres provenant de I'’Aber Benoit en décembre correspondent aux quatre
stades reproductifs, et présentant des différences significatives par rapport aux autres
populations. Ces résultats sont dis au fait que ces huitres contiennent des ovocytes
résiduels a cette époque de l'année (Chavez-Villalba et al., 2001a). Nous avons pu
remarquer que la résorption des gamétes non émis chez ces animaux se déroule trés
lentement jusqu’au mois de janvier. En conséquence, la présence d’ovocytes résiduels au
mois de décembre occasionne des variations importantes des distributions de tailles des
ovocytes chez ces huitres. Nous avons aussi observé des ovocytes résiduels chez les
huftres provenant de la Baie des Veys et de Baden, mais ces ovocytes représentaient un

pourcentage réduit par rapport & ceux de I’Aber Benoit.
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Conclusion

La classification proposée dans cette étude constitue une approche combinant des
critéres qualitatifs et quantitatifs non trouvés dans d'autres travaux similaires. Ces
caractéristiques permettent une évaluation individuelle des étapes reproductives chez C.
gigas et une comparaison avec des études équivalentes (Lango-Reynoso et al, 2000).
Pendant le déroulement de nos recherches, nous avons pu constater que cette classification
reproductive permettait d’étudier en détail le développement des ovocytes. Grace au mesure
des diameétres ovocytaires, nous avons pu déterminer avec précision les pourcentages
d’ovocytes qui correspondent a chaque stade reproductif et, de cette maniére, faire des
analyses statistiques qui permettent de découvrir des différences (95 % de confiance) entre

individus, groupes ou populations.
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IV - Conditionnement automnal chez Crassostrea gigas: Effet

de la température et de la photopériode

Introduction

Loosanoff et Davis (1951) ont découvert que, sous conditions artificielles, une
augmentation graduelle de la température pendant I'hiver et le printemps permettait un
développement normal de gamétes puis de larves de plusieurs espéces de bivalves, c’est a
dire la possibilité de produire du naissain en dehors de la période de reproduction.
Aujourd'hui, les techniques de conditionnement sont presque les mémes que celles utilisées
par les pionniers de cette discipline (Loosanoff et Davis, 1963 ; Walne, 1974). Ces
techniques consistent a collecter des animaux dans la nature et a les placer dans des bacs
remplis d’eau de mer enrichie avec du phytoplancton, et a élever graduellement la
température pour accélérer ou retarder le développement de la gonade jusqu'au stade de
maturité sexuelle (Lannan et al., 1980).

En France, le conditionnement de géniteurs de Crassostrea gigas en laboratoire peut étre
accompli presque toute I'année a I'exception de 'automne (Robert et Gérard, 1999). Pendant
I'hiver, I'activité reproductrice est basse, mais les huitres peuvent étre conditionnées a partir
de décembre pour obtenir des gamétes et des larves viables a la fin - janvier. Cependant,
durant 'automne il est trés difficile d’obtenir une production significative de gameétes en
laboratoire par les méthodes habituelles qui consistent a nourrir abondamment des géniteurs
sous une température élevée (19 °C) (Barret et al., 1999). Cochard et Devauchelle (1993)
signalent par ailleurs que le conditionnement de Pecten maximus pendant I'automne est
difficile car souvent les animaux ne sont pas réceptifs aux signaux du milieu. Cette période

est a ce titre qualifiée de "réfractaire". Chez les Ostréidae ceci n'est pas particuliér a I'huitre
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japonaise puisque, dans les écloseries, la période automnale est caractérisée par les
difficultés de conditionnement de géniteurs quelque soient les espéces de cette famille. En
fait, la littérature ne mentionne que rarement les résultats de cette période en raison de leur
négativité. Pour la plupart des auteurs la saison utile commence en fin d’automne et les
reproducteurs ne sont conditionnés qu'a partir de la mi-novembre, voire plus tard. Wilson
(1981) précise que le conditionnement automnal n'est pas toujours efficace chez O. edulis.
Dupuy et al. (1977) sont capables de faire pondre C. virginica toute I'année, et pour les
pontes d'automne (de la mi-octobre a début décembre) ils recommandent de débuter le
conditionnement dans la seconde semaine de juillet, a partir de géniteurs ayant pondu entre
mi-juin et cette époque, et dont les larves ont présenté de bonnes performances. Il est
important que ces huitres aient totalement pondu, parce que la résorption des ovocytes non
émis retarderait proportionnellement la reprise de la gamétogenése. Ces animaux doivent
étre placés au froid (10 °C) pendant six semaines pour la résorption.

Quelques expériences de maturation en laboratoire ont montré que la reprise de I'activité
reproductrice chez C. gigas a lieu vers la fin du mois de novembre ou début décembre. A
cette période de l'année la température de I'eau de mer, sur le littoral francais est
relativement élevée (15 a 20 °C selon les régions) alors que la photopériode se trouve en
phase décroissante. Ces caractéristiques semblent indiquer qu’en apparence la température
n’exerce pas un role dominant sur la reprise de la gamétogenése de cette espéce, si 'on
considére que dans la nature des signes de reprise d'activité sont évidents dés janvier alors
que les températures baissent encore. Ainsi le rdle d'autres paramétres comme la
photopériode sur la reprise du développement gonadique semble étre plus déterminant.
Cependant, l'effet de ce paramétre sur la gamétogenése des bivalves n’est pas toujours
évident. Quelques études ont montré qu’'une augmentation de la photopériode paralleélement
a la température peut stimuler la reproduction de Pecten maximus (Devauchelle et Mingant,
1991 ; Saout et al., 1999). Malgré cela il n’existe pas d’information disponible concernant

I'effet de ce paramétre sur le développement des gamétes de C. gigas.
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L'automne est une période de récupération ou de repos sexuel dans le cycle de
gameétogenese de C. gigas (Lango-Reynoso et al., 2000). Thompson et al. (1996) ont trouvé
chez I'huitre C. virginica que le développement folliculaire et la gamétogenése ne sont pas
évidentes au niveau histologique durant 'automne. Mais ces auteurs suggeérent que les
activités continuent au niveau cellulaire. Il est admis que les événements reproductifs chez
les bivalves sont coordonnés par des facteurs exogénes (température, lumiéere, salinité, etc.),
et des facteurs endogénes (composants endocrines). Ces facteurs agissent simultanément
et peuvent avoir des actions synergiques. Bien que les variations du cycle sexuel d’espéces
a vaste répartition géographique en latitude, dont C. gigas, ont été interprétées par I'action
de la température de l'eau, d’autres facteurs comme la nutrition ou la photopériode
interviennent (Lubet, 1976). En conséquence, il est intéressant de savoir s’il existe une
relation entre la reprise de la gamétogenese et les variations de ces parametres,
particulierement la température et la photopériode. Avec cet objectif comme base, le présent
travail a été entrepris pour étudier I'effet de variations accélérées de la température et de la
photopériode afin de préparer des géniteurs de Crasostrea gigas pour des conditionnements
pendant I'automne. Pour atteindre notre objectif nous avons réalisé deux expériences, une
en 1998 et l'autre en 1999. Dans la premiére nous avons accéléré les variations de la
température et de la photopériode deux fois plus que dans la nature afin de retrouver les
conditions hivernales en octobre et de créer les conditions estivales en décembre. Pour la
seconde, nous avons maintenu une température accélérée et nous avons testé deux

conditions différentes de photopériode : « accélérée » et « naturelle ».

Conditions expérimentales 1998

Un lot de 300 huitres agées de trois ans (poids moyen 75 = 10 g) et originaires du bassin

de Marennes-Oléron (lot de La Tremblade) ont été transportées au Centre IFREMER de
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Brest au début du mois de juillet. Avant de commencer le conditionnement, les huitres ont
été divisées en deux lots, le premier lot hnommé «cycle naturel» a été placé en bacs de
maintenance et a subi un cycle équivalent aux conditions moyennes de température et de
photopériode observées a La Tremblade au cours des 15 derniéres années (Fig. IV - 1). Le
second lot ou «cycle accéléré» a été placé dans un second bac de maintenance et a été
soumis a une variation deux fois plus rapide de ces deux facteurs afin de créer les conditions
hivernales en octobre, et de retrouver les conditions estivales en décembre (Fig. IV - 1). Les
deux lots ont été maintenues en condition standard de nourriture.

Au début des mois d’octobre, de novembre et de décembre, 40 individus de chaque cycle
(« naturel » et « accéléré ») ont été mis en conditionnement pendant sept semaines en bacs
de maturation. Durant la premiére semaine la température a été augmentée de 1 °C par jour
jusqu’a arriver a 19 °C (situation standard), la photopériode a été régulée aux conditions
estivales de 16 heures d'éclairement par jour, et les huitres ont été nourries de maniére

standard.

Accéléré e Naturel

Température °C

Photopériode (h/jour)

Juil Aot Sep Oct Nov Déc Jan
Temps (1998 - 1999)

Fig. IV — 1. Variations de la température et de la photopériode pour les cycles « accéléré » et
« naturel » dans le but de préparer les huitres Crassostrea gigas au conditionnement
standard.
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Accéléré e Naturel

22 - . .
Début Fin des conditionnements

o @
19°C

20 1

18
16 -
14 -

12 4 ~()~

10 -

Temps (1998 - 1999)

Fig. IV — 2. Plan d’échantillonnage. Chaque cercle représente l'instant ol les échantillons ont été
prélevés pour I'analyse histologique. Les lignes et numéros représentent chaque expérience
de conditionnement et indiquent aussi la température a laquelle les huitres ont été prises

pour initier les conditionnements.

Parametres étudiés

Echantillonnage. Le plan d’échantillonnage est présenté sur la Figure IV — 2 : chaque cercle
représente le temps et les conditions de température et de photopériode dans lesquelles
I’échantillon a été pris. A chaque occasion, 20 huitres ont été prélevées dans chacun des
cycles étudiés. Nous avons également récupéeré 20 huitres a la fin de chaque
conditionnement pour les études histologiques.
Cytologie. Dix animaux ont été ouverts afin de prélever un fragment de gonade en vue des
analyses histologiques et de 'analyse d’images pour mesurer la taille des ovocytes.
Indices. L’indice de Walne et Mann a été déterminé en utilisant les 10 huitres restantes de

chaque échantillon.
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Obtention de gamétes. A la fin des conditionnements I'obtention de gamétes a été réalisée
par prélévement direct dans la gonade (scarification) sur la totalité des huitres restantes.

Taux d’éclosion. Apres fertilisation, les embryons ont été mis en commun dans des bacs
expérimentaux et les larves ont été récupérées aprés 48 heures afin de réaliser les

comptages et déterminer le taux d’éclosion.

Résultats (1998)

Bacs de maintenance

Les diamétres ovocytaires individuels observés dans le cycle « naturel » et le cycle
« acceéléré » sont présentés sur la Figure IV - 3. Les huitres maintenues dans le cycle
« naturel » ont produit quelques ovocytes en stade de « vitellogenése » en septembre,
cependant les animaux n’ont présenté aucune activité gamétogénique pendant 'automne. La
résorption des ovocytes résiduels a été constaté jusqu’en novembre, et les ovocytes en
« vitellogenése » ont été observés a partir de janvier, en correspondance avec le cycle
naturel de reproduction de cette espeéce.

A linverse, les animaux maintenus dans le cycle « accéléré » de température et de
photopériode ont été capables de produire des ovocytes en « vitellogenése » en octobre, et
des ovocytes « matures » ont été observés en décembre. Il est important de signaler que les
ovocytes en « vitellogenése » ont été produits malgré la présence d’ovocytes résiduels. A la
fin janvier, la proportion la plus importante correspond aux ovocytes « matures » pour les

animaux de cette condition.
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Bacs de maturation

Les diamétres ovocytaires individuels observés pour chaque expérience de
conditionnement sont montrés par la Figure IV - 4. Des différences significatives (P < 0.05)
sont constatées entre les ovocytes en « vitellogenése » ou « matures » produits au début et
ceux produits a la fin des trois conditionnements. Dans tous les cas, la proportion d’ovocytes
« matures » est significativement plus élevée (P < 0.05) dans les huitres provenant du cycle
« accéléré ». Dans les animaux « accélérés » la proportion d’ovocytes « matures » a la fin
des conditionnements augmente avec le temps ; 42 % en octobre, 56 % en novembre et
96 % en décembre. Les huitres provenants du cycle « naturel » ne présentent aucune
activité gamétogenétique pendant les conditionnements accomplis en octobre et novembre,
mais durant la derniére expérience de conditionnement (décembre), elles ont été capables
de produire des ovocytes en « vitellogenése » pour certaines et « matures » pour d’autres

(23 et 8 % respectivement).
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Fig. IV — 3. Variation temporelle du diamétre des ovocytes des huitres maintenues dans les cycles
« naturel » et « accéléré » (bacs de maintenance). Chaque ligne représente la valeur
trouvée pour un seul individu et les chiffres (@) représentent le nombre total d’individus

mesurés.
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Fig. IV —4. Distributions des diamétres des ovocytes trouvées au début et a la fin des

conditionnements « naturel » et « accéléré » (bacs de maturation). Chaque ligne représente

la valeur trouvée pour un seul individu et les chiffres (@) représentent le nombre total

d’individus mesurés.
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L’évolution de la spermatogenése est similaire dans les deux cycles, mais les proportions
les plus grandes de méles en stade de « croissance » ou « mature » sont détectées dans le
cycle « accéléré » a partir de novembre 1998 jusqu’en janvier 1999 (Fig. IV - 5). A la fin des
expériences de conditionnement pour les animaux « accélérés », le nombre des « matures »
augmente avec le temps ; 25 % en octobre, 66 % en novembre et 100 % en décembre. Dans
le cycle « naturel », seulement deux méles en stade de « croissance » ont été observés

pendant la méme période (un en octobre et 'autre en novembre).

1 DG dc H M

Naturel

100

80

60

40

20

Accéléré
100

Pourcentage

80

60

40

20

Juil Sep Oct Nov Déc Jan
Temps (1998 -1999)

Fig. IV - 5. Evolution des stades reproductifs des huitres males dans les cycles « naturel » et
« accéléré ». DG — Stade de « début de gamétogenese », C — Stade de « croissance », et
M — Stade de « maturité ».

La Figure IV - 6 présente les valeurs de l'indice Walne et Mann (IWM) tout au long de la

période d’étude pour les deux cycles (les estimations d’octobre, novembre et décembre
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correspondent au début des conditionnements). Dans le cycle « accéléré » l'indice varie au
cours de temps. La valeur la plus grande est observée en novembre mais des différences
significatives (P < 0.05) sont constatées entre la premiere et la derniére mesure. Dans l'autre
cycle, lindice diminue significativement en octobre (P <0.05). L’analyse statistique
comparant les deux cycles montre des différences significatives au début des
conditionnements d’octobre et de novembre (P < 0.05). Des valeurs similaires de lindice

sont trouvées a la fin de chaque conditionnement entre les deux cycles.

50 3 Naturel = Accéléré

40 - J_
) ab
= TT -
§ 34 |al2@ T T * T 1

a |ab - ab T
3 ab * a T
T 20 - ab b
£ ab =
b
10 -
0 T T T T T 1
Juil Sep Oct Nov Déc Jan

Temps (1998 - 1999)

Fig. IV — 6. Valeurs de l'indice Walne et Mann. Les lettres différentes représentent des différences
significatives dans le cycle « naturel » (a ou b) et dans le cycle « accéléré » (a ou b) aprés le
test de Kruskal-Wallis (P < 0.05). Le symbole * représente des différences significatives

entre les deux cycles (test U de Mann Whitney ; P < 0.05).

Le nombre d’ovocytes (moyenne + erreur standard) obtenus lors des conditionnements et
le taux d’éclosion des larves « D » (moyenne + erreur standard) aprés 48 heures d’élevage
sont présentés sur la Figure IV -7. Il n’y pas de différences significatives entre les trois
périodes étudiées ni entre les deux cycles. Cependant, les huitres provenant du cycle

« naturel » n'ont produit des gamétes que dans le dernier conditionnement (décembre).
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Fig. IV — 7. Production de gamétes et taux d’éclosion (48 heures) a la fin de chaque expérience de

conditionnement. Nat. — « naturel » et Acc. — « accéléré ».

Conditions expérimentales 1999

Au cours de I'expérience réalisée en 1998, nous avons observé qu’une accélération du
cycle de la température et de la photopériode permet d'obtenir des produits sexuels avec des
ovocytes « nouvellement produits » appartenant a une population équivalente a celle
rencontrée en juillet dans la nature. Si lors de I'expérience de 1998 nous avons couplé les
deux facteurs température - photopériode, pour I'expérience effectuée en 1999 nous avons
essayé de suivre I'influence de la photopériode. Nous avons considéré pour cette expérience

que durant 1998 les huitres maintenues dans le cycle accéléré et conditionnées en octobre
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ont été prélevées avant d’avoir atteint le minimum thermique du cycle. Dans ce cas, la
question qui se pose est la suivante ; est-il nécessaire de passer les huitres a 9 °C, ou bien
un passage a une température de 10, voire 14 °C est-il suffisant pour redémarrer la
gameétogeneése ?.

Pour répondre a cette question, nous avons mis en place des expériences de
conditionnement en considérant deux séries expérimentales ; dans la premiére dénommée
condition « constante », nous avons testé une température accélérée et une photopériode
naturelle (Fig. IV — 8). Dans la deuxiéme, dénommeée condition « variable », comme dans
I'expérience 1998, nous avons testé une température et une photopériode accélérées (voir
Fig. IV — 1). Les résultats de I'expérience effectuée en 1998 ont été utilisés comme témoin.
Deux lots ont été testés, I'un en provenance de la baie des Veys (B) (huitres n'ayant pas
totalement pondu, contenant des réserves), et l'autre issue de La Tremblade (animaux ayant
totalement pondus, ne contenant pas de réserves). L'objectif est de vérifier 'importance de
I'état des réserves (et produits sexuels) sur la reprise de la gamétogenése.

Le lot initial a été mis dans le bac de maintenance en mi-septembre. Le premier
échantillon pour chaque lot de chaque condition a été prélevé le 21 septembre 1999
lorsque la température de 'eau était de 17,7 °C. Plutét que de fixer arbitrairement un
seuil (14 °C par exemple) au risque de ne pas obtenir une reprise de la
gamétogenése, nous avons recherché la température seuil en mettant en
conditionnement (a 19 °C pendant six semaines) des lots de 20 huitres prélevées a
chaque pas de 1 °C pendant que la température descendait de 14 °C jusqu'a 9 °C (6
lots). Nous avons également mis en conditionnement des huitres prélevées a 10 et

11 °C pendant que la température augmentait (2 lots).
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Fig. IV — 8. Variations de la température et de la photopériode pour la condition « constante » dans

le but de préparer les huitres Crassostrea gigas pour subir un conditionnement standard.

Parameétres étudiés

Echantillonnage. Dans I'étude cytologique de la gonade, les résultats histologiques de
'expérience réalisée en 1998 ont été utilisés comme témoin pour décrire le début de
conditionnement de chaque lot. A la fin de chaque expérience de conditionnement, nous
avons prélevé 10 huitres de chaque groupe pour I'étude histologique. Entre la fin des
conditionnements des animaux pris a 14 °C (10 octobre) et 13 °C (15 octobre), nous avons
prélevé un deuxiéme échantillon de 10 huitres des bacs de maintenance. Ces derniéres ont
été utilisées comme témoins pour ces deux conditionnements. Nous avons effectué la méme
opération pour les lots pris a 12 °C (21 octobre) et 11 °C (26 octobre), les huitres prises a
10 °C (2 novembre) et 9 °C (11 novembre), ainsi que pour les lots récupérés lorsque la
température augmentait, 9 °C (7 décembre) et 10 °C (16 décembre) (Fig. IV — 9).

Traitement statistique. En plus des analyses réalisées avec les proportions relatives a

chaque stade de développement gamétique qui ont été calculées et transformées en « arc —
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sinus racine de x » pour chacune des huitres (voir matériel et méthodes), nous avons fait
une analyse de variance a trois facteurs sur les transformés arc - sinus du pourcentage
d’ovocytes en « début de gamétogenese », en « vitellogenése » et « matures » en fonction

de 3 variables : température, photopériode et lot.

—— T°C variation accélérée —— Photopériode normale calculée

Huitres prisesa 14°C et conditionnéesa 19°C (6 semaines)

20 5 12

A

Température °C
(4nolyy) epougdoloyd

octobre novembre décembre janvier

Temps (1999 - 2000)

Fig. IV - 9. Schéma d’échantillonnage. a — lot pris a 14 °C (lorsque la température descendait) et
mis en conditionnement standard (en vert), a’ — prélévement des huitres a la fin de ce
conditionnement. b - lot pris a 13 °C (lorsque la température descendait) et mis en
conditionnement standard (en orange), b’ — prélevement des huitres a la fin de ce
conditionnement. ¢ - huitres témoins prélevées du bac de maintenance (pour les lots pris a
14 et 13 °C). Les cercles en blanc indiquent la température a laquelle les autres lots ont été

prélevés pour le conditionnement.

Résultats (1999)

La Figure IV — 10 présente les diamétres ovocytaires des huitres au début de I'expérience

(21 septembre 1999). Les animaux provenant de la baie des Veys contiennent des ovocytes
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résiduels (54 %) indiquant que ces huitres n’ont pas totalement pondu et qu'elles possédent
des réserves. Par contre, les animaux de La Tremblade présentent une proportion basse
d’'ovocytes en « début de gamétogenése » montrant que ces huitres ont émis la majorité de

leurs gameétes dans le milieu naturel.

Baie des Veys La Tremblade
120 1 1
100 1 ]
80 1
60 1

2 A |
201 Z; k ® ®
0 10 20 30 40 50 60

0 10 20 30 40 50 60

Diamétre des ovocytes

Fig. IV - 10. Diamétre des ovocytes des huitres au début de I'expérience (21 septembre 1999)
(température « accélérée » et photopériode « normale »). Chaque ligne représente la valeur

trouvée pour un seul individu et les chiffres (@) représentent le total d’individus mesurés.

La Figure IV— 11 présente [Iévolution des diamétres ovocytaires a la fin des
conditionnements réalisés pour chaque lot d'huitres provenant de la baie des Veys dans la
condition de photopériode « constante ». Nous avons remarqué que les ovocytes
« matures » commencent a étre observables dans le lot pris le 21 octobre a 12 °C, et que la
proportion relative de ces ovocytes augmente en méme temps que la température baisse, de
7.5 % a 12 °C (21 octobre) jusqu'a 39.3 % a 9 °C (11 novembre). Les témoins pour les lots
précédents prélevés directement du bac de maintenance ne présentent aucun signe du
démarrage de la gamétogenése. Nous avons constaté cette méme tendance pour la
condition de photopériode « variable » ou les ovocytes « matures » sont observés dans le lot
pris a 12 °C (21 octobre) et ou leur proportion augmente de 1 % a 12 °C (21 octobre) jusqu’a
32.3% a 9°C (11 novembre). Les lots témoins pris a 9 °C (7 décembre) et 11 °C (22

décembre) pour cette condition ne présentent pas de signe d'initiation de leur
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gamétogenése, néanmoins des ovocytes en « vitellogenése » (18.2 %) sont remarqués dans

le ot pris & 15 °C (12 janvier) (Fig. IV — 12).
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—11. Variation temporelle du diameétre des ovocytes apres conditionnement des huitres de
la baie des Veys provenant de la condition de photopériode « constante » (la date a laquelle
les lots ont été pris est signalée), et celle de leurs témoins respectifs. Chaque ligne
représente la valeur trouvée pour un seul individu et les chiffres (@) représentent le total

d’individus mesurés.
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Fig. IV — 12. Variation temporelle du diamétre des ovocytes aprés conditionnement des huitres de

la baie des Veys provenant de la condition de photopériode « variable » (la date a laquelle
les lots ont été pris est signalée), et celle de leurs témoins respectifs. Chaque ligne
représente la valeur trouvée pour un seul individu et les chiffres (@) représentent le total

d’individus mesurés.
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—13. Variation temporelle du diametre des ovocytes apres conditionnement des huitres de
la baie des Veys provenant des conditions de photopériode « constante » et « variable »
pendant que la température montait (la date a laquelle les lots ont été pris est signalée), et
celle de leurs témoins respectifs. Chaque ligne représente la valeur trouvée pour un seul

individu et les chiffres (@) représentent le total d’individus mesurés.

-57-

60



Les variations des diamétres ovocytaires aprés conditionnement des huitres provenant de
la baie des Veys prises a 10 °C (16 décembre) et 11 °C (22 décembre) pendant que la
température augmentait dans les deux conditions (photopériode « constante » et
« variable ») sont présentées sur la Figure IV — 13. Nous avons observé que la proportion
d'ovocytes « matures » augmente pendant que la température augmentait, de 45.7 %
(10 °C, 16 décembre) a 65.8 % (11 °C, 22 décembre) dans la condition de photopériode
« constante », et de 67.2 % (10 °C, 16 décembre) a 75.8 % (11 °C, 22 décembre) dans la
condition de photopériode « variable ». Les lots témoins des deux conditions présentent une
proportion plus grande d’ovocytes en « vitellogenése » (77.3 et 80.5 % respectivement),
tandis que les ovocytes « matures » sont minoritaires (2.2 et 1.3 % respectivement).

La Figure IV — 14 représente I'évolution des diamétres ovocytaires a la fin des
conditionnements réalisés pour chaque lot d'huitres provenant de La Tremblade dans la
condition de photopériode « constante ». Ces animaux présentent la méme tendance que les
huftres de la baie des Veys : les ovocytes « matures » sont observés dans le lot pris a 12 °C
(1 %, 21 octobre) et leur proportion augmente jusqu’a 31 % dans le lot pris a 9 °C (11
novembre). Parmi les lots témoins, seulement le lot prélevé a 15 °C (12 janvier) présente des
ovocytes en « vitellogenése » (15.2 %), signe du démarrage de la gamétogenése. Les
résultats de I'évolution des diamétres ovocytaires pour les huitres dans la condition de
photopériode « variable » n’ont pas suivi une tendance claire comme dans les expériences
antérieures (Fig. IV — 15). Méme si les ovocytes « matures » sont observés dans le lot pris a
12°C (21 octobre), nous n’avons pas remarqué d'ovocytes en « vitellogenése » ou
« matures » dans le lot pris a 11 °C (26 octobre). La proportion d’ovocytes « matures » la
plus élevée a été trouvée dans le lot pris a 10 °C (2 novembre), alors que le lot pris a 9 °C
(11 novembre) posséde seulement 1 % d’ovocytes « matures ». Les lots témoins affichent la
méme tendance que celle observée dans la condition de photopériode « constante » (16.3 %

d’ovocytes en « vitellogenése » dans le lot pris & 15 °C, 12 janvier).
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Fig. IV — 14. Variation temporelle du diamétre des ovocytes aprés conditionnement des huitres de

La Tremblade provenant de la condition de photopériode « constante » (la date a laquelle

les lots ont été pris est signalée), et celle de leurs témoins respectifs.

Chaque ligne

représente la valeur trouvée pour un seul individu et les chiffres (@) représentent le total

d’individus mesurés.
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Fig. IV — 15. Variation temporelle du diamétre des ovocytes aprés conditionnement des huitres de
La Tremblade provenant de la condition de photopériode « variable » (la date a laquelle les
lots ont été pris est signalée), et celle de leurs témoins respectifs. Chaque ligne représente
la valeur trouvée pour un seul individu et les chiffres (@) représentent le total d’individus

mesureés.
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Fig. IV — 16. Variation temporelle du diamétre des ovocytes aprés conditionnement des huitres de
La Tremblade provenant des conditions de photopériode « constante » et « variable »
pendant que la température montait (la date a laquelle les lots ont été pris est signalée), et

celle de leurs témoins respectifs. Chaque ligne représente la valeur trouvée pour un seul

individu et les chiffres (@) représentent le total d’'individus mesurés.

Les résultats de l'analyse de variance multiple démontrent que la photopériode

(« naturelle » ou « accélérée ») n'a pas d'effet significatif sur les proportions d’ovocytes (en

« début de gamétogenése », « vitellogenése » et « matures ») pour toutes les lots. Par
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contre, l'effet de la température est statistiquement significatif a un niveau de confiance de
95 % sur toutes les proportions d’ovocytes et sur les deux lots. Nous avons aussi observé
qu’il existe un effet du site d'origine sur la proportion d'ovocytes en « début de
gameétogeneése », les huitres de La Tremblade ont produit une quantité significativement plus
grande d’ovocytes (P < 0.05) a ce stade par rapport aux animaux provenant la baie des
Veys. Cependant, nous avons constaté que les huitres de la baie des Veys ont produit une
quantité significativement plus grande (P < 0.05) d’ovocytes « matures » que celles de La

Tremblade (Tableau IV — 1).

Tableau IV - 1. Résultats de l'analyse de variance multiple pour « I'arc — sinus racine de x » du
pourcentage d’ovocytes en « début de gamétogenése », en « vitellogenése » et « matures »

en fonction de 3 variables ; température, photopériode et lot.

Source Carré des Degré de Moyenne au Test de Signification
écarts liberté carré Fisher du test
Début de gamétogenése
Lot 2074,8 1 2074,8 4,91 0,0283
Photopériode 278,2 1 278,2 0,66 0,4187
Température 84027,4 7 12003,9 28,38 0,0000
Interactions
Lot — Photopériode 5,04 1 5,04 0,01 0,9131
Lot - Température 3218,1 7 459,71 1,09 0,3746
Photopériode — Températ. 2169,4 7 309,91 0,73 0,6445
Résidus 62170,7 147 422,93
Total 166893 171
Vitellogenése
Lot 0,53 1 0,53 0,00 0,9553
Photopériode 339,6 1 339,6 1,99 0,1600
Température 17282,9 7 2468,9 15,5 0,0000
Interactions
Lot — Photopériode 302,9 1 302,9 1,78 0,1844
Lot - Température 1039,9 7 148,5 0,87 0,5300
Photopériode — Températ. 12151 7 173,6 1,02 0,4201
Résidus 25033,2 147 170,29
Total 47347,6 171
Mature
Lot 2351,2 1 2351,2 7,2 0,0081
Photopériode 1,52 1 1,52 0,00 0,9456
Température 427431 7 6106,1 18,7 0,0000
Interactions
Lot — Photopériode 191,9 1 191,9 0,59 0,4447
Lot - Température 1561,8 7 2231 0,68 0,6864
Photopériode — Températ. 4197,5 7 599,6 1,84 0,0846
Résidus 48029,7 147 326,7
Total 106564 171
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Le Tableau IV — 2 donne le nombre d’huitres males observées dans les conditions de
photopériode « constante » et « variable » concernant la baie des Veys et La Tremblade.
Pour les huitres de la baie des Veys en condition « constante », nous avons observé un
développement plus ou moins net de la spermatogenése. Néanmoins, le nombre réduit de
males obtenus dans toutes les conditions ne permet pas de décrire avec précision I'évolution

de la spermatogenése.

Tableau IV —-2. Nombre d’huitres males de Crassostrea gigas observées dans les conditions
« constante » et « variable » provenant de la Baie des Veys et de La Tremblade et leurs

stades de développement gamétique.

Lot / condition Temp. °C ({) Temp. °C (1)

14 13 12 11 10 9 10 11

BV « constante »

Début de gamétogenése 1 1 2 1 1
Vitellogenése 1 4 4 1
Mature 1
Dégénérescence 4 2 2

BV « variable »
Début de gamétogenese 1 1 1 1
Vitellogenese 3 1 3
Mature
Dégénérescence 1 3

LT « constante »

Début de gamétogenése
Vitellogenése 1 1 1 4
Mature 1 1
Dégénérescence

LT « variable »
Début de gamétogenese 2 1
Vitellogenese 1 1 2
Mature
Dégénérescence

N
N

Discussion

La vitesse et la durée de la gamétogenése chez Crassostrea gigas sont variables entre
les différentes régions du monde en fonction des conditions environnementales (Dinamani,
1987 ; Ruiz et al.,, 1992). En conséquence, I'adaptation d'une stratégie reproductive a

certaines conditions du milieu est régulée principalement par la température (valeur qui
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permet le développement gamétique et I'émission de gamétes), et par les blooms
phytoplanctoniques temporaires. Plusieurs études décrivent les cycles reproductifs des
bivalves et spéculent sur I'effet des facteurs environnementaux sur le développement des
gametes. La plupart de la littérature qui rapporte sur la reproduction des bivalves de régions
tempérées mentionne que les gamétogeneses s’arrétent pendant 'automne et I'hiver lorsque
la nourriture n’est pas abondante et que les conditions physico-chimiques du milieu ne sont
pas propices au développement larvaire (Ruiz et al., 1992 ; Paulet et al., 1992, Brosseau,
1995). Fréquemment, la production de naissain dans les écloseries n’'est pas possible
pendant cette période en utilisant les méthodes standards de conditionnement (Le Pennec,
1997).

L’identification des facteurs responsables de ce phénoméne chez C. gigas est un enjeu
qui nécessite I'analyse de plusieurs origines possibles. La premiére hypothése qu'on peu
examiner est l'existence d'une phase de dormance pendant laquelle les huitres ne sont pas
réceptives aux signaux provenant du milieu. Il est bien connu que la température de I'eau est
un facteur principal qui affecte le développement gonadique des bivalves marins (Loosanoff
et Davis, 1963). Pour cette raison, de nombreuses études ont cherché a déterminer la
température permettant le développement des ovocytes en conditions contrdlées. Sastry
(1968) rapporte pour le pectinidé Argopecten irradians, un seuil de température en dessous
15 °C, en dec¢a duquel cette espece développe uniquement des ovogonies, mais la
vitellogenése n'a pas lieu méme si les animaux sont nourris abondamment. Une fois que les
animaux sont placés a une température plus élevée, 20 ou 25 °C, la croissance ovocytaire
est initiée s'il y a suffisamment de nourriture. Mann (1979) remarque que le processus de
gameétogenése chez C. gigas s’arréte en dessous de 10 °C. Ruiz et al. (1992) rapportent
pour cette méme espéce que le développement gonadique commence toujours au dessus
de 10 °C, et que ces huitres atteignent leur maturité sexuelle a partir de 16 °C en différentes
régions du monde.

Barret et al. (1999) signalent pour C. gigas que pendant I'automne, il n'est pas possible

d’obtenir des gameétes et des larves viables en utilisant les méthodes traditionnelles de
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conditionnement (température élevée et nourriture abondante). Cependant, il apparait que
les conditions expérimentales utilisées en 1998 provoquant une accélération graduelle du
cycle de la température et de la photopériode en présence de nourriture abondante, ont été
suffisantes pour stimuler la croissance ovocytaire a partir d’'octobre. En novembre 1998,
nous avions espéré une production plus élevée dovocytes en « vitellogenése » en
provoquant une exposition plus prolongée a ces conditions. Cependant, la variation de la
température durant cette période n'a été que de 2 °C, donc similaire a celle obtenue lors des
mois précédants. Pourtant, la présence d'ovocytes en « vitellogenése » au début des
conditionnements dans les conditions « accélérées » semble indiquer que les huitres ne sont
plus dans la période réfractaire et démontre l'efficacité d'un conditionnement standard
pendant cette période. Ainsi, les huitres prélevées du cycle « accéléré » et conditionnées en
octobre et novembre 1998 ont respectivement produit en moyenne 9 et 7 millions d’ovocytes.
Bayne et al. (1975) ont indiqué que l'induction a la maturation des bivalves n'aboutit a un
succes qu'avec des animaux ayant développé des cellules sexuelles au moins jusqu’a une
étape de leur division. Il est important de remarquer que les ovocytes en « vitellogenése »
observés dans notre expérimentation ont été produits en présence d’ovocytes résiduels.
Dupuy et al. (1977) rapportent que pour obtenir des animaux matures pendant I'automne
chez Crassostrea virginica, le conditionnement doit débuter avec des huitres qui ont
partiellement pondues en mi-juin, car la résorption des ovocytes non émis aprés la ponte
retarde proportionnellement le démarrage de la gamétogenése. Sastry (1979) indique que
chez quelques espéces de pectinidés, la maturation gamétique peut étre accélérée apres
que les animaux aient complété certaines activités post-ponte. Il semble que l'auteur fasse
référence au phénoméne de résorption des gamétes dans la gonade, signalé par exemple
chez Pecten maximus par Le Pennec et al. (1991).

Nous avons observé que méme si I'expérience de 1999 a commencé un mois plus tard
que celle de 1998, I'effet d’accélérer la variation de la température a stimulé également la
croissance ovocytaire pendant la période réfractaire. Nous avons confirmé les résultats de

1998 en obtenant des ovocytes « matures » a partir d’huitres prélevées le 21 octobre a
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12°C et mises en conditionnement standard. Par contre, les observations de 1999
concernant les animaux de la baie des Veys pris pendant que la température s’élevait (10 et
11 °C le 16 et 17 décembre respectivement), sont similaires a celles réalisées chez les
huitres prélevées au méme site et conditionnées en décembre — janvier et ou les animaux
ont produit des ovocytes « matures » a la fin du conditionnement (voir chapitre V). Ces
résultats pourraient indiquer que la réponse positive au conditionnement de la part des
huitres expérimentées en 1999, ne serait due a la stimulation de la variation de la
température, mais plutét au fait que la reprise de la gamétogenése est déja commencée
dans la nature a cette époque de I'année (décembre). Cependant, nous avons remarqué que
les huitres en provenance de La Tremblade et conditionnées durant décembre — janvier
n'ont pas réagi a la stimulation de la température (chapitre V), comme l'ont fait celles de
I'expérience de 1999 (méme site) prises pendant que la température s’élevait (10 et 11 °C
les 13 et 17 décembre respectivement). On considére que la réponse positive de ces huitres
est due a la nourriture abondante regue pendant le conditionnement et qui leur a permis de
constituer un stock de réserves suffisant pour leur permettre de démarrer leur gamétogenése
(voir chapitre VI).

Par ailleurs, les huitres maintenues dans le cycle « accéléré » et conditionnées en octobre
1998, ont été prélevées avant d’avoir atteint le minimum thermique du cycle. Les résultats de
1999 ont montré que les huitres de la baie des Veys, comme celles de La Tremblade,
prélevées le 10 octobre (14 °C) et le 15 octobre (13 °C) pendant que la température
descendait, n’ont pas produit d'ovocytes en « vitellogenése » lors du conditionnement. C'est
a partir des animaux pris le 21 octobre (12 °C) que la production d’ovocytes augmente avec
la diminution de la température dans les deux lots. Ces observations suggérent que le seuil
minimal de température pour le démarrage de la gamétogenése chez C. gigas se situe
environ a 12 °C, et cela pourrait expliquer pourquoi dans nature la reprise de la
gamétogenése est observée lorsque la température se trouve encore en phase
décroissante. Lubet (1976) rapporte que la reprise de I'activité génitale de C. gigas des cbtes

de la Manche coincide avec les plus basses températures hivernales (8 — 9 °C).
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Des études sur des poissons considérent la photopériode comme un facteur déterminant
sur I'évolution des cycles sexuels car elle stimule le systéeme endocrine (Jonassen et al.,
2000). L'effet de ce paramétre sur la gamétogenése des bivalves est encore mal connu.
Quelques études ont montré qu’une augmentation de la photopériode en paralléle avec la
température peut stimuler, au sens large, la reproduction chez Pecten maximus
(Devauchelle et Mingant, 1991 ; Saout et al., 1999). Les résultats que nous avons obtenu en
1998 ont montré qu'une accélération simultanée de la température et de la photopériode, sur
la phase décroissante du cycle, permettait la croissance d’ovocytes pendant la période de
repos sexuel chez C. gigas. Cependant, les résultats de 1999 ont aussi montré que la
photopériode n’a en apparence aucun effet sur la reprise de la gamétogenése. Tant dans le
cycle de photopériode « constante » que dans celui de photopériode « variable » le
développement d’ovocytes s’est déroulé de maniére similaire, et les résultats histologiques
obtenus lors des conditionnements ne montrent aucune différence ni entre les deux
conditions, ni entre les deux lots testés. Les résultats antérieurs semblent indiquer que la
photopériode ne doit pas étre considérée comme une facteur régulateur de la reprise de la
gameétogenése chez C. gigas. Cependant, il serait intéressant de confirmer ces observations
en refaisant d’autres séries expérimentales.

En regardant les résultats précédents, on peut considérer que les huitres sont réceptives
aux variations de la température de I'eau pendant la phase de repos sexuel. Une deuxiéme
hypothése peut alors étre proposée au vue des problemes rencontrés pendant les
conditionnements réalisés en automne. Cette supposition est qu'il n’existe probablement pas
suffisamment de réserves pour induire une nouvelle génération d’ovocytes pendant cette
période. Il a été démontré que le cycle de stockage du glycogéne est étroitement lié au cycle
de reproduction naturelle des bivalves (Gabbott, 1975; Mann, 1979). Dans les mers
tempérées, I'abondance du phytoplancton varie de fagon saisonniére, avec une floraison
intense pendant le printemps, des niveaux moyens a bas pendant I'été et 'automne, et les
plus faibles durant [I'hiver (Himmelmann, 1999). Généralement, les réserves sont

accumulées pendant et aprés le bloom printanier, et les réserves qui sont stockées
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ultérieurement aprés les émissions gamétiques peuvent varier selon l'abondance du
phytoplancton. Il semble évident que les périodes d’accumulation de réserves et de
production de gamétes sont tempbrellement séparées chez les bivalves (Emmett et al.,
1987 ; Thompson et MacDonald, 1990). Berthelin et al. (2000) ont montré que le stockage du
glycogéne chez C. gigas a lieu pendant 'automne et I'hiver et que les réserves sont utilisées
ultérieurement pour la gamétogenése. L'accumulation de nutriments a aussi donc lieu
pendant I'automne, permettant ainsi de constituer un stock de réserves qui autoriserait la
formation d’une nouvelle génération d’ovocytes pendant cette saison.

Les résultats concernant l'indice de Walne et Mann présentent les valeurs les plus élevées
dans la condition « accélérée », notamment en octobre et novembre, mois pendant lesquels
nous avons détecté des différences significatives entre les deux conditions. Ces
observations suggérent que l'effet d’accélérer la variation de la température de l'eau
provoque l'accumulation de nutriments dans les huitres maintenues dans la condition
accélérée pendant cette période. Ces résultats sont en accord avec les observations
histologiques qui montrent que les réserves ont été utilisées pour la gamétogenése dans les
huitres « accélérées ». A l'inverse, les valeurs les plus basses de cet indice ont été obtenues
pendant la méme période dans la condition « naturelle ». Différents auteurs considérent que
la maturation de gamétes en conditions artificielles peut étre accélérée seulement aprés que
les animaux aient accumulé un certain niveau de réserves (Bayne et al., 1975 ; Sastry,
1979). Néanmoins, au début du conditionnement de décembre, nous n’avons pas trouvé de
différences entre les deux traitements. Des expériences réalisées auparavant ont démontré
que le conditionnement de C. gigas est possible a partir de décembre pour obtenir des larves
viables en janvier (voir chapitre V).

En choisissant deux lots avec un niveau différent de réserves pour I'expérience de 1999,
des huitres qui n‘ont pas totalement pondu contenant des réserves (baie des Veys) et des
animaux sans réserves ayant totalement pondu (La Tremblade), nous avons pu mettre en
évidence le role de ce parameétre sur la production d’ovocytes lors des conditionnements

automnaux. Nous avons constaté que les huitres de La Tremblade présentaient plus
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d'ovocytes en « début de gamétogenése » que les animaux de la baie des Veys. La
présence d'une grande proportion d’ovocytes en « début de gamétogenése » dans les
animaux de La Tremblade semble étre un indicateur que ces huitres ont besoin d’accumuler
un stock minimum de réserves pour démarrer leur gamétogenése. Nous avons constaté que
les huitres de la baie des Veys ont produit la quantité la plus élevée d'ovocytes « matures »
a la fin de tous les conditionnements (différences significatives a un niveau de confiance de
95 %). Ces résultats suggérent que les réserves des huitres de la baie des Veys leurs ont
permis d’initier la gamétogenése plus t6t que celles de La Tremblade, et de produire une
quantité plus élevée d’ovocytes « matures ». Dans le chapitre V, nous soulignerons le réle
des réserves sur la gamétogenése en prenant comme exemple six lots différents d’huitres
de la cote atlantique francaise.

Lannan et al. (1980) ont souligné l'importance de connaitre le temps et la durée du cycle
sexuel des animaux qui vont étre exposés a un conditionnement artificiel. La survie larvaire
dans les systémes d’élevage est en relation étroite avec I'état de développement des
géniteurs, en particulier avec la quantité initiale de lipides totaux dans les gamétes (Gallager
et Mann, 1986). Ces observations impliquent qu'une quantité minimale de lipides est
essentielle pour la survie des larves pendant la phase endotrophe et le passage a
I'exotrophie (Thompson et al., 1996). Les lipides augmentent en paralléle au développement
gamétique, diminuent lors de la ponte et commencent a s'accumuler pendant la période de
repos sexuel suivant la variation des blooms phytoplanctoniques (Abad et al., 1995). Le
nombre d’ovocytes produits par les huitres des conditions « accélérée » et « naturelle » de
1998 correspond aux valeurs rencontrées pendant les conditionnements effectués pendant
I'hiver et le printemps avec six lots différentes d’huitres (voir chapitre V). Par ailleurs, la
moyenne du rendement larvaire (larves « D ») obtenue aprés 48 heures dans les quatre
expériences de conditionnement réalisées en 1998 est en concordance avec les résultats
rapportés par Robert et Gérard (1999) pour C. gigas pour les mois de février et mars.
Pourtant, il est probable que la quantité nécessaire de réserves (lipides) ait été accumulée

tout au long de I'expérience de conditionnement, et que cette quantité soit similaire a celle
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trouvée dans les huitres en provenance de la nature, en considérant que la variation des
lipides et d’acides gras dépend de la disponibilité et de la quantité de nourriture (Abad et al.,
1995). La valeur la plus élevée de l'indice Walne et Mann trouvée chez les huitres
« accélérées » correspond au pourcentage le plus élevé du rendement larvaire obtenu dans
nos expériences. Néanmoins, Le Pennec et al. (1998) signalent que des individus adultes de
Pecten maximus récoltés dans le milieu naturel pendant 'automne émettent peu d’'ovocytes
mais présentent un taux de fertilisation élevé et une production de larves de grande qualité
(survie d’environ 40 %).

En considérant les résultats et observations précédents, nous pouvons supposer que
I'accélération graduelle de la variation de la température réalisée avant les expériences de
conditionnement semble avoir réajusté I'horloge interne en avancant linitiation de la
gamétogenése chez C. gigas. Les cycles de reproduction chez les bivalves sont affectés par
linteraction de facteurs exogénes (température, salinité, lumiére) et facteurs endogénes
(« hormones ») (Saout et al., 1999). Pour la régulation de la gamétogenése il existe une
rétro-alimentation complexe entre les « hormones » et la mobilisation de nutriments
(Thompson et al., 1996). Bien que linformation concernant la nature et la fonction de
substances gonadotrophes soit limitée, il est admis que les prostaglandines jouent un réle
important sur la reproduction des bivalves, spécialement dans la maturation des ovocytes
(Deridovich et Reunova, 1993). Ces auteurs signalent également que la prolifération des
gameétes a lieu pendant que la synthése des prostaglandines est minimale, et que I'action sur
les cellules sexuelles des bivalves peut étre définie comme un facteur qui stimule les mitoses
goniales. Il semble donc que l'accélération de la variation de la température pendant
'automne stimule la gamétogenése chez C. gigas. Ceci suggére que I'horloge interne chez
cette espéce est contrOlée par les facteurs environnementaux, en particulier par la
température. Lubet (1976) émet I'hypothése que la reprise de I'activité génitale serait sous la
dépendance d'une horloge interne neuroendocrinienne qui déterminerait la réinitiation et
'amplitude du cycle sexuel, et que ce rythme interne pourrait étre modifié par des

« synchronisateurs » ou facteurs externes parmi lesquels la température jouerait le role
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essentiel. Nous avons noté chez C. gigas que les cellules germinales produisent des jeunes
ovocytes pendant la période automnale, que ces cellules restent dans un état quiescent
durant 'automne et I'hiver, et que la réactivation de leur développement se produirait lorsque
la température et la disponibilité de nourriture augmentent (Lango-Reynoso et al., 2000).
Selon les résultats de notre étude, nous pouvons penser que la gamétogenése chez C.
gigas ne s’arréte pas réellement, sinon que les ovocytes restent dans un stade d'« attente »
jusqu’a ce que les facteurs « synchronisateurs », exogénes (température) et endogénes

(« hormones ») réactivent la gamétogenése.

Conclusion

Le fait de provoquer l'accélération du cycle naturel de la température pour arriver
graduellement aux conditions d'hiver en octobre semble étre la clé pour réactiver le cycle de
la gamétogenése pendant cette période ou l'activité sexuelle est minimale chez C. gigas.
Ces résultats montrent que I'horloge interne qui régule la gamétogenése chez cette espéce
peut étre modifiée par l'influence des facteurs du milieu, en particulier par la température.
Nous avons pu observer que les huitres prélevées le 21 octobre a 12 °C pendant que la
température se trouvait en phase descendante, et conditionnées a 19 °C, commencent leur
développement gamétique avant les animaux prélevés a des températures supérieures. Ceci
peut expliquer pourquoi, dans la nature, les huitres commencent leur développement
gamétique avant d’arriver au minimum thermique du cycle. Nous avons également remarqué
que les huitres de La Tremblade exposées a 9 °C (minimum du cycle) et prélevées pour le
conditionnement pendant que la température s’élevait (10 et 11 °C les 16 et 22 décembre
respectivement), réagissent a la stimulation du conditionnement par comparaison a un lot
d’'animaux du méme site d’élevage conditionné pendant la méme époque (décembre —

janvier) qui n’a réagi pas au conditionnement. La réponse positive de ces huitres dans
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I'expérience de 1999, semble étre en relation avec I'apport de phytoplancton donné pendant
le conditionnement.

Concernant la photopériode, nous pouvons dire que ce paramétre n’exerce pas un role
dominant sur la reprise de l'activité gamétique dans les conditions expérimentales que nous
avons testées. Cependant, des recherches portant sur l'effet de ce paramétre sur la
gameétogenése doivent étre poursuivies en considérant par exemple, un cycle de
photopériode accélérée couplé a un cycle de température naturelle afin de vérifier les
résultats précédents (un plan factoriel est recommandé). Finalement, nous avons pu
observer que les réserves jouent un réle important sur la production d’ovocytes lors des
conditionnements automnaux puisque les huitres de la baie des Veys initient leur
développement gamétique et produisent significativement plus d’ovocytes « matures » que

celles provenant de La Tremblade.
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V - Conditionnement, production d’ovocytes et élevage larvaire

de différents lots de Crassostrea gigas

Introduction

En France les professionnels réalisent I'élevage de C. gigas en quatre étapes ; la collecte
de naissain, son prégrossissement, I'élevage et I'affinage (Cochard, 1990). Des juvéniles de
12 a 18 mois sont transportés des sites de captage (bassins d’Arcachon et de Marennes-
Oléron) aux sites de production ou I'élevage continue jusqu'a ce que les huitres atteignent la
taille commercialisable, c’est a dire, de 18 a 30 mois au plus tard selon la région (voir Fig. | —
2). C. gigas peut atteindre 'dge de premiére maturité sexuelle en 12 — 18 mois en France
(Soletchnik et al., 1997). Ceci indique que les huitres complétent au moins deux cycles de
reproduction avant de terminer leur période d’élevage dans les sites de production. Si on
considére que dans les différentes régions les huitres sont confrontées a des fluctuations de
température, de photopériode, de qualité et quantité de matériel particulaire en suspension
(seston), et des processus qui affectent leur activité physiologique (Barillé et al., 1994 ;
Goulletquer et al., 1996), on peut s'attendre a des variations géographiques importantes de
la gamétogenése chez C. gigas sur les cotes francgaises.

En conditions de laboratoire beaucoup de facteurs, dont ceux qui affectent la
gamétogenése et le conditionnement de géniteurs, modifient la performance de I'élevage
larvaire et également le développement des juvéniles (Martinez et al., 2000). Le Pennec et
al. (1998) ont remarqué que le développement des gametes de pectinidés, et en
conséquence la production larvaire, sont extrémement variables dans les écloseries et les
résultats ne sont pas reproductibles d’'une année a l'autre. Lannan et al. (1980) ont montré
que, chez C. gigas, cette variation est liée en partie au stade de développement gonadique

des huitres utilisées comme géniteurs et que tout dépend des composants
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environnementaux et des comportements héréditaires. Des études saisonniéres ont indiqué
que les performances reproductives des bivalves sont étroitement liés aux facteurs
environnementaux comme la température et la disponibilité en nourriture (Ruiz et al., 1992).
D’ailleurs, le phytoplancton en régions tempérées varie de fagon saisonniére en présentant
des changements cycliques des nutriments (glycogéne, lipides, acides gras, etc.) (Gabbott,
1975 ;Abad et al., 1995). De la méme maniére, les substances régulatrices d’action
gonadotropique qui jouent un réle important sur la croissance des ovocytes, la maturation et
les pontes, varient également de maniére cyclique (Deridovich et Reunova, 1993).

Les observations antérieures nous indiquent que dans les écloseries, il est essentiel de
connaitre le stade gonadique des geéniteurs au moment du conditionnement ainsi que la
vitesse de la gamétogenése pendant la phase du conditionnement pour obtenir des gamétes
en état optimal de développement (Lannan et al., 1980). En plus, les variations saisonniéres
de I'état gonadal des huitres doivent étre connues quand on expérimente sur des géniteurs
provenant de sites différents. L’objectif de cette étude est de connaitre la réponse d’huitres
captées dans la méme région (bassin d’Arcachon) mais élevées dans six différents sites de
la cOte atlantique francaise. Nous avons étudié le conditionnement, la production d’ovocytes
et I'élevage larvaire simultanément pendant trois périodes différentes de I'année, avec des
huitres provenant de régions distinctes ; baie des Veys, Aber Benoit, Baden, Bouin, La

Tremblade et Arcachon.

Conditions expérimentales

Six lots de 150 huitres (Agées de 3 ans) chacun ont été prélevés de différents sites de la
cbte atlantique frangaise ; baie des Veys (BV), Aber Benoit (AB), Baden (Ba), Bouin (B), La
Tremblade (T) et Arcachon (A). (Fig. Il - 2). Les animaux ont été transportés au Centre
IFREMER de Brest, et a leur arrivée ils ont été nettoyés et ensuite répartis aléatoirement

dans des bacs de maturation. La température de I'eau dans les bacs a été d’abord réglée sur
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celle rencontrée dans le milieu naturel lors de la récolte, et aprés une semaine
d’acclimatation, elle a été augmentée progressivement de 1 °C par jour jusqu’a 19 °C, puis
maintenue constante a plus ou moins 0.5 °C, et la photopériode fixée a 16 heures
d'éclairement par jour (conditionnement standard). Cette procédure a été reproduite de
maniére identique trois fois : le 7 décembre 1998, le 8 février et le 20 avril 1999. Les huitres
ont été prélevées également le 17 juin et le 22 juillet 1999, mais elles n'ont pas subi de
conditionnement car elles étaient matures dans la nature a cette période.

Aprés acclimatation, chaque lot a été subdivisée en deux groupes ; un groupe dénommé
« avec nourriture » ou témoin, et le deuxiéme groupe appelé « sans nourriture ». Les huitres
« avec nourriture » ont été alimentées de maniere standard. Le second groupe a été

conditionné sans nourriture pendant toutes les expériences.

Parameétres étudiés

Echantillonnage. Un échantillon de 20 individus a été prélevé aléatoirement dans chaque
lot a I'arrivée des huitres dans le laboratoire et a la fin des expériences de conditionnement.
Les échantillons provenant des huitres récoltées en juin et juillet ont été prélevés
immédiatement aprés les mesures biométriques.

Cytologie. Dix individus de chaque échantillon ont été prélevés aléatoirement en vue de
I'analyse histologique de la gonade.

Indices. L’indice de Walne et Mann a été déterminé en utilisant les 10 huitres restantes de
chaque échantillon.

Obtention de gameétes. A la fin des conditionnements I'obtention de gamétes a été faite par
scarification de la gonade de la totalité des huitres restantes. En juillet, les gonades ont été

disséquées sans conditionnement des géniteurs.

-75-



Taux d’éclosion et élevage larvaire. Aprés fécondation, 1.10° d’ceufs provenant de 5
femelles par lot ont été mis ensemble dans des bacs expérimentaux et aprés 48 heures les
larves ont été récupérées afin d’estimer le taux d’éclosion. Les larves ont été élevées de
maniére standard. Les échantillons pour évaluer la croissance larvaire ont été prélevés au
cours des jours 2, 9 et 16 de I'élevage.

Traitement statistique. Nous avons effectué des analyses de variance a deux facteurs
(P < 0.05) dans le but de connaitre I'effet des conditionnements et du site d’origine sur
I'indice Walne — Mann et sur la production d’ovocytes (logarithme du nombre d’ovocytes) des
huftres nourries et non nourries. Nous avons utilisé des analyses de variance a trois facteurs
(P < 0.05) pour connaitre I'effet des conditionnements, du temps et du site d’origine (lots) sur
le développement larvaire des animaux nourris et non nourris. Des comparaisons du nombre
d’ovocytes (logarithme) produits et de la taille des larves (dernier jour d’élevage) entre les

lots nourries et non nourries ont été réalisées a l'aide du test de Kruskal-Wallis (P < 0.05).

Résultats

Ovogenése

Les résultats de cette section représentent I'évolution des ovocytes de décembre 1998 a
juillet 1999 sans considération des résultats des conditionnements. La taille moyenne des
ovocytes de chaque lot est présentée par la Figure V- 1. En général, pour les six lots
d’huitres les tailles des ovocytes, ont suivi la méme distribution, a I'exception du lot de 'Aber
Benoit qui a présenté des ovocytes résiduels en décembre 1998. Par ailleurs, dans ce méme
lot nous avons remarqué que le nombre d'ovocytes en « début de gamétogenése »
augmente significativement (36.4 —92.4 %) en méme temps que le nombre d'ovocytes
résiduels diminue de maniére significative (44.8 — 0.0 %) de décembre a février (P < 0.05).

Dans les autres lots on ne trouve aucun changement significatif pendant la méme période.
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En février, des ovocytes en « vitellogenése » sont observés seulement dans les lots de la
baie des Veys, de I'’Aber Benoit et de Baden (4.0, 8.0 et 3.0 % respectivement). Dans tous
les lots on s’apercoit que le nombre d'ovocytes en « vitellogenése » augmente
significativement (P < 0.05) de février a avril. Nous avons remarqué que les lots qui
contenaient des ovocytes en « début de gamétogenése » en février (BV, AB et Ba) sont les
mémes lots ou les ovocytes « matures » diminuent significativement de juin a juillet
(P<0.05). Pendant la méme période, la proportion d'ovocytes en «début de
gamétogenese » et en « vitellogenése » augmente significativement (P < 0.05) dans les lots
de la baie des Veys (2.4 — 28 % et 18.6 — 47.6 % respectivement) et de I'’Aber Benoit (0.0 —
33.2 % et 1.3 — 49.0 % respectivement). Dans les autres lots, aucun changement significatif

n’ a été détecté entre juin et juillet.
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Fig. V — 1. Variations des diamétres moyens des ovocytes dans la gonade de Crassostrea gigas
provenant de six lots de la cote atlantique frangaise.

-77 -



Spermatogenése

La spermatogenése n'a présenté aucun patron clair dans les lots étudiés. Chez la lot de
la baie des Veys on constate la présence de méles « matures » en décembre, et chez celle
de I'Aber Benoit, en plus de males « matures » pendant ce mois, des gonades méales en
stade de croissance sont observées. Dans les autres lots, pendant décembre 1998 et février
1999, aucun méle n'a été observé parmi les animaux examinés. En avril on observe des
gonades males en stade de croissance dans toutes les lots, a I'exception des huitres
provenant de [I'Aber Benoit ou la présence d’animaux dans tous les stades de
développement a été constaté. En juin et juillet nous avons observé uniquement des huitres

« matures » pour toutes les lots (Fig. V - 2)
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Fig. V — 2. Evolution des stades reproductifs des huitres males provenant de six lots de la cote
atlantique francaise. DG — Stade de « début de gamétogenese », C — Stade de

« croissance », M — Stade de « maturité », N — Aucun individu observé.
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Conditionnements

Les résultats des trois conditionnements ; décembre 1998 — février 1999, février — avril
1999 et avril — juin 1999 sont présentés par les Figures V-3, V—4 et V- 5. Pour le lot de la
baie des Veys, on observe que le nombre d'ovocytes en « vitellogenése » augmente
significativement dans le premier (3.0 — 18.8 %) et le deuxiéme conditionnement (3.7 —
30.7 %), et que durant la derniére expérience cette catégorie ovocytaire diminue
significativement (57.0 — 7.0 %) (P < 0.05). La proportion d'ovocytes « matures » augmente
significativement (P < 0.05) dans toutes les expériences de conditionnement pour ce méme
lot. Dans le lot de I'Aber Benoit les ovocytes résiduels détectés au début du conditionnement
ne sont plus observés a la fin de I'expérience. Pour ce lot il n’y a pas d'évolution significative
de la proportion d'ovocytes en « vitellogenése » mais le nombre d'ovocytes « matures »
augmente significativement pendant les trois conditionnements (P < 0.05). Nous avons
remarqué la méme évolution ovocytaire pour les lots de Baden et Bouin que celle des huitres
de I'Aber Benoit, sauf pour la deuxiéeme expérience ou le nombre d'ovocytes en
« vitellogenése » a augmenté significativement (2.9 — 18.0 % pour Baden et 0.0 - 27.2 %
pour Bouin) (P <0.05). Le taux d'ovocytes en « vitellogenése » augmente également
pendant le deuxieme conditionnement chez les huitres de La Tremblade (0.0 - 37.2 %), mais
le nombre d'ovocytes « matures » n'augmente significativement que pendant la deuxiéme
(0.0 —41.5 %) et la troisieme (0.0 — 89.7 %) expérience (P < 0.05). Enfin, le lot d’Arcachon
montre une augmentation du nombre d'ovocytes en « vitellogenése » pendant le premier
(0.0 — 39.5 %) et le deuxiéme (0.0 — 21.8 %) conditionnement tandis que le taux d'ovocytes
« matures » augmente de maniére significative seulement durant la derniére expérience
(7.0 -88.2 %) (P < 0.05).

Il résulte de lanalyse de variance a deux facteurs que dans les trois catégories
ovocytaires examinées (ovocytes en « début de gamétogenése », en « vitellogenése » et
« matures »), I'effet de I'origine des lots n’est significatif dans aucune expérience (P < 0.05).

En revanche, l'effet du conditionnement est évident pour les ovocytes en « début de
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gameétogenése » dont la proportion augmente significativement (P < 0.05) dans la premiére
et deuxieme expérience. Concernant les ovocytes en « vitellogenése », aucun effet
significatif du conditionnement n'est détecté pendant les trois expériences. Finalement, I'effet
du conditionnement sur les ovocytes « matures » n’est observé que durant la deuxiéme

expérience ou leur nombre augmente significativement (P < 0.05) (Tableau V — 1).

Tableau V -1. Résultats de I'analyse de variance multiple pour « I'arc — sinus racine de x » du
pourcentage d’ovocytes en « début de gamétogenese », en « vitellogenése » et « matures »

en fonction de 2 variables ; lot et conditionnement.

Source Carré des Degré de Moyenne au Test de Signification
écarts liberté carré Fisher du test
Début de gamétogenése
Lot 1954,1 5 390,8 2,11 0,0679
Conditionnement 31551,4 4 7887,8 42,6 0,0000
Interactions
Lot — Conditionnement 16212,2 20 810,6 4,38 0,0000
Résidus 23483,2 127 198,6
Total 73685,2 156
Vitellogenése
Lot 1679,5 5 335,9 2,82 0,0688
Conditionnement 4753,2 4 1188,3 9,99 0,0000
Interactions
Lot — Conditionnement 8284,3 20 4142 3,48 0,0000
Résidus 15107,7 127 118,9
Total 31019,6 156
Mature
Lot 1490,4 5 298,1 1,33 0,2551
Conditionnement 303121 4 75781 33,84 0,0000
Interactions
Lot — Conditionnement 266771 20 1333,9 5,96 0,0000
Résidus 28436,5 127 223,9
Total 882547 156
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Fig. V — 3. Evolution des diamétres ovocytaires des huitres Crassostrea gigas provenant de six lots
de la cdte atlantique francaise aprés conditionnement en laboratoire (7 décembre 1998 — 8
février 1999). Chaque ligne représente un seul individu et les chiffres (@) représentent le
total d’individus mesurés. BV — Baie des Veys, AB — Aber Benoit, Ba — Baden, B — Bouin, T
— La Tremblade et A - Arcachon
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— 4. Evolution des diameétres ovocytaires des huitres Crassostrea gigas provenant de six lots

de la cote atlantique francaise aprés conditionnement en laboratoire (8 février — 20 avril
1999). Chaque ligne représente un seul individu et les chiffres (@) représentent le total
d’individus mesurés. BV — Baie des Veys, AB — Aber Benoit, Ba — Baden, B — Bouin, T — La

Tremblade et A — Arcachon.
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Fig. V — 5. Evolution des diamétres ovocytaires des huitres Crassostrea gigas provenant de six lots

de la cote atlantique frangaise aprés conditionnement en laboratoire (20 avril — 17 juin
1999). Chaque ligne représente un seul individu et les chiffres (@) représentent le total
d’individus mesurés. BV — Baie des Veys, AB — Aber Benoit, Ba — Baden, B — Bouin, T — La

Tremblade et A — Arcachon.
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Indices

Les résultats concernant lindice Walne — Mann (IWM) pour les expériences de
conditionnement sont présentés par la Figure V - 6. Nous observons que les valeurs de
l'indice augmentent significativement (P < 0.05) a la fin du conditionnement dans les lots de
Bouin (troisieme expérience), La Tremblade (deuxiéme et troisieme expérience) et Arcachon
(premiére et derniére expérience). Pour les autres lots il n’y a pas de différence significatives

des valeurs de I'indice entre le début et la fin des conditionnements.
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Fig. V — 6. Valeurs de I'indice Walne — Mann pour Crassostrea gigas au début et a la fin des trois
conditionnements (1, 2 et 3) pour les six lots étudiés (BV — Baie des Veys, AB — Aber
Benoit, Ba — Baden, B — Bouin, T — La Tremblade et A — Arcachon). N — huitres collectées
en juillet. Le symbole * indique des différences significatives entre le début et la fin du

conditionnement aprés le test de Kruskal - Wallis (P < 0.05).
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Pour I'ensemble des résultats, I'analyse de variance (Tableau V — 2) montre que les
valeurs de I'indice Walne — Mann durant le troisi€me conditionnement sont significativement
plus élevées que celles trouvées dans les deux expériences précédentes, mais ces valeurs
sont significativement moins élevées que celles obtenues chez les huitres collectées en
juillet (P < 0.05). L’effet du lot est observé dans les animaux provenant de I'’Aber Benoit qui
montrent des valeurs de l'indice significativement plus élevées par comparaison avec les

autres lots a I'exception des huitres de la baie des Veys (P < 0.05) (Fig. V — 7).

Tableau V - 2. Résultats de I'analyse de variance multiple pour « I'arc — sinus racine de x » du

pourcentage de I'indice Walne - Mann en fonction de 2 variables ; conditionnement et lot.

Source Carré des Degré de Moyenne au Test de Signification
écarts liberté carré Fisher du test
Conditionnement 7573,3 3 25245 61,1 0,0000
Lot 3150,8 5 630,2 15,3 0,0000
Interactions
Conditionnement - Lot 2861,9 15 190,7 4,62 0,0000
Résidus 8296,5 201 41,27
Total 222929 224
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Fig. V- 7. Résultats de I'analyse de variance a deux facteurs (P < 0.05) permettant de montrer
I'effet des conditionnements (1, 2 et 3 ; N — huitres collectées en juillet), et du site d’origine
(lots) sur I'indice Walne — Mann. BV — Baie des Veys, AB — Aber Benoit, Ba — Baden, B —
Bouin, T — La Tremblade et A - Arcachon. Transf. (A — S) - transformation « arc — sinus
racine de X ».
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Production d’ovocytes

La production de gamétes a été évaluée pour des huitres nourries, non nourries et aussi

pour des individus récoltés sur des sites naturels le 7 juillet 99.
Huitres nourries. La production des gamétes a la fin de chaque conditionnement et celle
des huitres provenant de gisements naturels sont représentées par la Figure V -8. Les
huitres qui ont produit la plus grande quantité de gameétes, en considérant les trois
conditionnements, sont par ordre décroissant, celles de I’Aber Benoit, de Baden et de la baie
des Veys. La plus faible production de gameétes est fournie par les huitres d’Arcachon, de La
Tremblade, et de Bouin. L’analyse statistique indique que la production de gamétes au cours
des trois conditionnements augmente significativement (P < 0.05) jusqu'a la troisieme
expérience dans la plupart des lots. Il n’y a pas de différence significative pour les lots de la
baie des Veys, de Bouin et de La Tremblade entre le nombre de gametes produits durant le
dernier conditionnement et celui obtenu a partir des huitres provenant des parcs de culture
(P <0.05) (Fig. V - 9).

Une analyse de variance a deux facteurs a été réalisée pour observer l'effet du
conditionnement et du site d'origine sur la production de gamétes (Tableau V —3).
Concernant le conditionnement, la production de gamétes augmente significativement
(P < 0.05) avec le temps jusqu’a la troisieme expérience qui ne présente pas de différences
significatives avec les huitres provenant les parcs de culture. Concernant l'effet du site
d’origine, la plus grande quantité de gameétes est produite par les huitres de I'’Aber Benoit,
puis celles de la baie des Veys et de Baden. La plus faible production est celle des individus

de Bouin, de La Tremblade et d'Arcachon (Fig. V - 10).
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Fig. V—9. Production d’ovocytes par lot a la fin de chaque conditionnement pour les huitres

nourries (1, 2 et 3 ; N — huitres collectées en juillet).

Tableau V - 3. Résultats de l'analyse de variance multiple pour la production d’ovocytes des

huitres nourries en fonction de 2 variables ; conditionnement et lot.

Source Carré des Degré de Moyenne au Test de Signification
écarts liberté carré Fisher du test
Conditionnement 55,8 3 18,61 63,45 0,0000
Lot 6,34 5 1,26 4,33 0,0013

Interactions
Conditionnement - Lot 4,08 15 0,27 0,93 0,5363
Résidus 30,5 104 0,2933
Total 97,9 127
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Fig. V - 10. Résultats de I'analyse de variance a deux facteurs (P < 0.05) permettant de montrer
I'effet des conditionnements (1, 2 et 3 ; N — huitres collectées en juillet) et du site d’origine
(lots) sur la production d’ovocytes des huitres nourries. BV — Baie des Veys, AB — Aber

Benoit, Ba — Baden, B — Bouin, T — La Tremblade et A - Arcachon.

Huitres non nourries. Pendant le premier conditionnement les seuls animaux ayant produit
des gamétes sont ceux qui proviennent des lots de I'’Aber Benoit et de la baie des Veys. Une
production significativement plus importante d'ovocytes a été assurée par les huitres de
I’Aber Benoit (P < 0.05). Au cours du deuxiéme conditionnement, les huitres qui produisent
le plus de gameétes sont celles de I'Aber Benoit et de la baie des Veys, puis suivent celles
d’Arcachon et La Tremblade. Entre les huitres de I'’Aber Benoit et celles de la baie des Veys
il n'y a pas de différences significatives concernant le nombre de gamétes émis (gamétes
matures comptés aprés scarification) (P < 0.05). La plus faible production est celle des
individus de Baden et de Bouin. Finalement, durant la troisieme expérience, la plus grande
production de gameétes provient du lot de I'Aber Benoit qui présente des différences
significatives par rapport a toutes les autres lots (P < 0.05). Les huitres provenant de La
Tremblade n'ont pas émis de gamétes pendant les expériences de conditionnement. Le
nombre de gamétes augmente significativement avec le temps dans toutes les lots, sauf
durant le premier et le deuxiéme conditionnement pour les huitres provenant de I'Aber
Benoit (P < 0.05) (Fig. V - 11). L’analyse de variance a deux facteurs met en évidence I'effet

du temps et des lots sur la production de gameétes pour les individus non nourris (Tableau
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V-4). En fonction du temps, des différences significatives de conditionnements sont
observées jusqu’a la derniere expérience qui permet d’obtenir la plus grande production de
gametes. Concernant l'effet du site d’origine, la plus grande production de gamétes est

constatée chez les huitres de I’Aber Benoit et d’Arcachon (Fig. V - 12).
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Log (nombre d’ovocytes)

Conditionnements

Fig. V —11. Production d’ovocytes (logarithme du nombre d’ovocytes) par lot a la fin de chaque

conditionnement pour les huitres non nourries (1, 2 et 3).

Tableau V - 4. Résultats de l'analyse de variance multiple pour la production d’ovocytes des

huftres non nourries en fonction de 2 variables ; conditionnement et lot.

Source Carré des Degré de Moyenne au Test de Signification
écarts liberté carré Fisher du test
Conditionnement 18,13 2 9,07 42,55 0,0000
Lot 6,64 4 1,66 7,79 0,0001
Résidus 9,37 44 0,213
Total 35,02 50
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Fig. V —12. Résultats de I'analyse de variance a deux facteurs (P < 0.05) mettant en évidence
I'effet des conditionnements (1, 2 et 3) et du site d’origine (lots) sur la production d’ovocytes
des huitres non nourries. BV — Baie des Veys, AB — Aber Benoit, Ba — Baden, B — Bouin, T

— La Tremblade et A - Arcachon.

Comparaison entre les huitres nourries et non nourries. Une comparaison du nombre de
gameétes émis est faite entre les huitres nourries et celles laissées a jeun pendant chaque
conditionnement. Au cours de la premiére expérience de conditionnement, on ne note pas
de différences significatives entre les huitres de I'’Aber Benoit non nourries et le reste des
lots nourris (P < 0.05). Dans le deuxiéme conditionnement, méme si la production de
gametes commence a diminuer significativement chez les huitres privées de nourriture, il n’y
a pas de différences significatives entre les animaux de I'Aber Benoit issus des deux
conditions expérimentales (P < 0.05). Finalement, durant le troisiéme conditionnement les
huitres de la baie des Veys nourries produisent la méme quantité de gamétes que les

animaux non nourris de I’Aber Benoit et de Baden (Fig. V - 13).
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Fig. V — 13. Comparaison du nombre d’ovocytes produits entre les huitres nourries (en vert) et non
nourries (en jaune). BV — Baie des Veys, AB — Aber Benoit, Ba — Baden, B — Bouin, T — La

Tremblade et A - Arcachon.

Taux d’éclosion

L’analyse de variance a deux facteurs ne montre pas un effet du temps ou du site
d’origine sur les taux d’éclosion des huitres nourries et non nourries (P < 0.05). Les taux
d’éclosion pour les huitres nourries et non nourries pendant les conditionnements et pour les
animaux provenant les parcs de culture sont présentés sur la Figure V - 14. Au cours du
premier conditionnement, le plus grand pourcentage d’éclosion est attribué aux animaux de
la baie des Veys, 80 %, tandis que les plus bas correspondent aux lots de I'’Aber Benoit et de
Baden, 28 et 22 % respectivement. Lors de la deuxiéme expérience, le lot de Bouin présente

le pourcentage le plus haut, 90 %, et ce sont les huitres de La Tremblade qui présentent le
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plus bas, 51 %. Concernant le troisiéme conditionnement et les résultats obtenus sur les lots
provenant des parcs d’élevage, on trouve un taux d’éclosion relativement homogeéne, voisin
de 60 %, pour tous les lots. Quant aux huitres non nourries, pour cause de problemes
techniqgues nous n’avons pas pu déterminer le taux d’éclosion lors du deuxiéme
conditionnement et en conséquence I'élevage larvaire n’a pas été réalisé. Il n'existe pas de
différences significatives (P < 0.05) entre les huitres nourries et les non nourries pendant la
premiéere et troisieme expérience de conditionnement. On observe que les taux d’éclosion
des lots de la baie des Veys et de I'Aber Benoit sont similaires que les individus soient
nourris ou non. Pour les animaux de I’Aber Benoit, le taux d'éclosion est plus élevé pour les
non nourris, 40.8 %, que pour les nourries, 31 %, lors du premier conditionnement. Dans les
lots de Baden, de Bouin et d’Arcachon les taux d’éclosion sont inférieurs pour les huitres non

nourries.
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Fig. V — 14. Taux d’éclosion pour les huitres nourries et non nourries (a) lors des conditionnements
et pour les huitres collectées en juillet. BV — Baie des Veys, AB — Aber Benoit, Ba — Baden,

B — Bouin, T — La Tremblade et A - Arcachon.
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Elevage larvaire

Elevage larvaire dans le cas des huitres nourries. La croissance des larves issues des
huitres nourries est présentée dans la Figure V — 15. L’'analyse de variance a trois facteurs
(P < 0.05) montre que la taille des larves ne présente pas de différences significatives entre
la premiére et la deuxiéeme expérience de conditionnement (Tableau V- 5). La taille
augmente de facon significative du deuxiéme au troisieme conditionnement dans toutes les
lots, et on n’a pas trouvé de différences significatives entre la taille des larves de la derniére
expérience de conditionnement et celle des larves provenant des huitres collectées en juillet.
Nous avons également remarqué que qu'il N’y pas de différences significatives de la taille

des larves entre les lots (Fig. V - 16).

Tableau V - 5. Résultats de I'analyse de variance multiple pour I'élevage larvaire des huitres

nourries pendant le conditionnement en fonction de 3 variables ; conditionnement, jour et

lot.
Source Carré des Degré de Moyenne au Test de Signification
écarts liberté carré Fisher du test
Conditionnement 26813,8 3 8937,9 97,5 0,0000
Jour 161190 2 80594,9 879,5 0,0000
Lot 159,4 5 31,9 0,35 0,8793
Interactions
Conditionnement — Jour 18535,3 6 3089,2 33,71 0,0000
Conditionnement — Lot 657,8 15 43,8 0,48 0,9328
Jour — Lot 311,6 10 31,15 0,34 0,9621
Résidus 2657,3 29 91,63
Total 210822 70

Elevage larvaire dans le cas des huitres non nourries. La croissance larvaire pour les
huftres non nourries est présentée dans la Figure V— 17. L'analyse de variance a trois
facteurs (Tableau V—6; P <0.05) montre que la taille des larves est significativement
différente entre le premier et le troisiéme conditionnement, et que celle-ci augmente avec le
temps (jours 2, 9 et 16 d’élevage). Enfin, il n’existe des différences significatives dans la taille

des larves entre les différentes lots (Fig. V — 18).
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Tableau V - 6. Résultats de I'analyse de variance multiple pour I'élevage larvaire des huitres non

nourries pendant le conditionnement en fonction de 3 variables ; conditionnement, jour et

lot.
Source Carré des Degré de Moyenne au Test de Signification
écarts liberté carré Fisher du test
Conditionnement 2607,8 1 2607,8 10,5 0,0065
Jour 65668,5 2 32834,3 131,7 0,0000
Lot 386,1 4 96,52 0,39 0,8140
Résidus 3239,7 13 249,2
Total 73172,9 20

Comparaison entre la taille des larves des huitres nourries et non nourries. Nous
avons comparé la taille des larves issues des huitres nourries et des non nourries pour le
dernier jour d’élevage (jour 16). La taille larves provenant des huitres a jeun du premier
conditionnement n’est significativement pas différente (P < 0.05) de la taille des larves issues
des autres expériences de conditionnement avec nourriture, mais elle est significativement
inférieure a celle provenant des huitres privées de nourriture dans la troisieme expérience

(Fig. V - 19).
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Fig. V — 15. Croissance des larves de Crassostrea gigas provenant des huitres nourries pendant le
conditionnement. Les larves ont été élevées jusqu’au 16°m° jour. Conditionnements (1, 2 et

3), N — huitres collectées en juillet.
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Fig. V- 16. Résultats de l'analyse de variance a trois facteurs (P < 0.05) mettant en évidence
I'effet des conditionnements (1, 2 et 3 ; N — huitres collectées en juillet), des jours d’élevage
(2, 9, 16) et du site d’'origine (lots nourris) sur I'élevage larvaire. BV — Baie des Veys, AB —
Aber Benoit, Ba — Baden, B — Bouin, T — La Tremblade et A - Arcachon.
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Fig. V—-17. Croissance des larves de Crassostrea gigas provenant des huitres non nourries
pendant le conditionnement. Les larves ont été élevées jusqu'au 16°m° jour.
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Fig. V- 18. Résultats de I'analyse de variance a trois facteurs (P < 0.05) mettant en évidence
I'effet des conditionnements (1 et 3), des jours d’élevage (2, 9, 16) et du site d’origine (lots
non nourris) sur I'élevage larvaire. BV — Baie des Veys, AB — Aber Benoit, Ba — Baden, B —

Bouin, T — La Tremblade et A - Arcachon.
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Fig. V —19. Comparaison de la taille des larves, pour le dernier jour d’élevage (jour 16), provenant
d’huitres nourries et non nourries (a) pendant le conditionnement. N — huitres collectées en

juillet.

Discussion

Les résultats obtenus sur le développement gamétique chez C. gigas sont similaires a
ceux rapportés par Lango-Reynoso et al. (2000) pour deux populations en Bretagne et une
autre de Marennes-Oléron. Nous avons observé que I'évolution de la gamétogenése s’est
déroulée de maniére similaire dans tous les lots pendant la période étudiée (décembre 1998
a juillet 1999). Les ovocytes primaires sont présents de décembre a février. Cependant, nous
avons détecté dans le lot de I'Aber Benoit une proportion importante d’ovocytes résiduels,
45 %, en décembre, qui n’est plus observée en février. La présence d’ovocytes résiduels
s'explique par la ponte partielle des huitres sur ce site avec une résorption des gameétes
dans la gonade qui se déroule trés lentement (septembre — janvier) (Chavez-Villalba et al.,
2001a). Les observations histologiques montrent que les huitres provenant des lots de

Normandie et Bretagne (baie des Veys, Aber Benoit et Baden) présentent des ovocytes en
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« vitellogenése » en février. Une croissance ovocytaire a été observée de février a juin dans
tous les groupes d’huitres, et le stade de maturité a été atteint a partir de juin pendant lequel
le pourcentage d’ovocytes « matures » dans la gonade des huitres a été de 75 %. Il est
évident, a I'observation des coupes histologiques, que les huitres de la baie des Veys, de
I’Aber Benoit et de Baden ont pondu partiellement entre juin et juillet puisque la proportion
d’'ovocytes « matures » a diminué respectivement jusqu’a 25, 18 et 52 %. De plus, nous
avons détecté, dans ces lots, pendant la méme période, la présence d’'ovocytes en « début
de gamétogenése » et en « vitellogenése », ce qui indique le développement d’une nouvelle
génération d’ovocytes dans la gonade de ces animaux. Par contre la proportion d’ovocytes
« matures » a progressé jusqu'a pres de 80 % en juillet dans les lots de Bouin, La Tremblade
et Arcachon. Nous avons constaté que les huitres provenant des sites les plus au nord
initient leur croissance gonadique, atteignent le stade développement gamétique maximal, et
commencent a pondre un mois plus t6t que les huitres issues de Marennes-Oléron (Lango-
Reynoso et al., 2000). Les résultats de cette expérience confirment ces observations. Les
différences détectées entre les lots du nord et du sud concernant le temps ou le début de la
gamétogenese et I'émission de gameétes sont observés, ont été visibles pendant le
déroulement des expériences de conditionnement. Les résultats réveélent que les meilleures
performances en conditions de laboratoire sont dues aux huitres des lots du nord, en
particulier de la baie des Veys et de I'Aber Benoit. Ces animaux présentent les valeurs les
plus élevées de I'indice de Walne — Mann, ont les proportions d’ovocytes « matures » les
plus importantes pendant les trois conditionnements, et produisent plus d’ovocytes que les
autres lots dans toutes les expériences d’obtention de gamétes. En outre, les huitres de la
baie des Veys et de I'Aber Benoit maintenues a jeun pendant les conditionnements ont été
capables de produire des ovocytes donnant des larves viables dans toutes les expériences.
Ces observations témoignent de I'existence de différences au niveau environnemental entre
le nord et le sud du littoral de la France qui régulent la gamétogenése (initiation et

maturation).
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Les différences sur la période d’initiation et la durée du développement gonadique entre
différentes populations suggeérent, en plus des différences génétiques, I'existence de
facteurs du milieu naturel qui contrélent le développement gonadique (Barber et al., 1991).
Nous pensons que les différences rencontrées dans cette étude ne sont pas d’origine
génétique puisque toutes les huitres ont été captées dans le bassin d’Arcachon. En
conséquence, nous considérons qu’il existe une variation intraspécifique de la
gameétogenese chez C. gigas en France qui semble étre une adaptation aux différents
facteurs environnementaux propres a chaque région. Dinamani (1987) remarque que I'huitre
japonaise présente des réponses reproductives flexibles qui dépendent des caractéristiques
de I'environnement, celles-ci provoquent des différences sur la période d'initiation et la durée
de la gamétogenése suivant les régions du monde. Il est connu que le principal facteur
environnemental qui affecte le développement gonadique chez les bivalves marins est la
température de I'eau (Loosanoff et Davis, 1963). Goulletquer et Héral (1997) ont signalé que
le régime tempéré en France est affecté par le « gulf stream », avec une barriére
biogéographique autour de la Bretagne qui limite la distribution d’espéces marines entre les
régions plus froides dans le nord et les régions plus chaudes dans le sud. Le fait que les
huftres des sites du nord, acclimatées a des températures comparativement plus froides que
les animaux au sud, aient commenceé leur développement gonadique plus tét dans I'année,
élimine I'hypothése de la température comme régulateur unique du développement
gonadique chez C. gigas. Goulletquer et Héral (1997) indiquent qu'une autre différence
existe entre les régions du nord et sud : la variation des conditions trophiques causées par
I'effet des marées. Les cycles de marées peuvent produire une variation temporelle bien
marquée de la qualité et la quantité du matériel particulaire en suspension (Pastoureaud et
al., 1996). En conséquence, nous supposons que les différences trouvées au cours de nos
expériences proviennent de la disponibilité des réserves accumulées dans les animaux et
qui dépend de la nourriture disponible dans le milieu (Thompson et al., 1996). Par exemple,
MacDonald et Thompson (1988) rapportent que la variation « site-spécifique » dans le

développement gonadique chez Placopecten magellanicus est due a une adaptation aux
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variations locales des paramétres de I'environnement, dont en particulier la disponibilité en
nourriture.

Les périodes d’accumulation de réserves et de production de gamétes sont
temporellement séparées chez les espéces des régions tempérées (Emmett et al., 1987 ;
Thompson et MacDonald, 1990). Berthelin et al. (2000) ont montré que les réserves chez C.
gigas sont constituées pendant 'automne et I'hiver et sont utilisées ultérieurement pour la
gameétogeneése. Ainsi, les résultats détectés pour les lots du nord semblent suggérer qu’il
existe une disponibilité plus grande de nourriture qui favorise I'accumulation de nutriments
dans les huitres de ces sites. Ces observations sont confortées si on considére que la région
de la baie des Veys est un écosystéeme de grande production trophique (Goulletquer et al.,
1996), et que les huitres de I'Aber Benoit présentent les valeurs de rendement les plus
élevées parmi toutes les populations retenues dans le programme REMORA (réseau de
suivi de la croissance de I'huitre creuse sur les cotes frangaises) (Goyard, 1996 et 1997).
Les huitres de Baden (zone de transition entre les lots du nord et sud) présentent des
valeurs de qualité et de rendement biologique moyennes (programme REMORA). Par contre
les huitres de Bouin ont un faible taux de croissance et les rendements biologiques sont bas
par comparaison avec les animaux des autres régions ostréicoles frangaises (Fleury et al.,
1999). Héral et al. (1986) ont mis en évidence une surcharge biologique dans le bassin de
Marennes-Oléron (lot de La Tremblade) provoquée par une importante biomasse d’huitres et
autres bivalves (moules), et Pastoureaud et al. (1996) indiquent une faible qualité du seston
pour les huitres de cette région.

Il est intéressant de noter que les meilleures performances en conditions de laboratoire
ont été détectées chez les huitres qui font une ponte partielle dans la nature. Ropert (1999)
rapporte que les huitres de la baie des Veys ne se reproduisent pas naturellement, il existe
néanmoins une émission partielle de gameétes autour de mai — juin. Nous avons détecté chez
les huitres de I'’Aber Benoit une ponte incompléte (entre juin et juillet), et une résorption lente
des ovocytes résiduels jusqu’en janvier (Chavez-Villalba et al., 2001a). Ces observations

nous permettent de penser, quau dela de la nourriture ambiante qui peut favoriser
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I'accumulation de réserves dans les huitres des régions du nord, il est possible de considérer
le recyclage de nutriments dans la gonade (par résorption de gamétes non émis) comme un
facteur régulateur de la gamétogenése chez ces animaux. L’'atrésie ovocytaire qui aboutit a
la resorption des ovocytes, est un phénoméne courant chez les bivalves, en particulier chez
les pectinidés ; Chlamys varia (Lucas, 1982), Placopecten magellanicus (Barber et al.,
1988). Un type de résorption post-ponte des ovocytes résiduels est observé dans la gonade
de C. gigas apres I'émission de gamétes (Steele, 1998). Lango-Reynoso (1999) considére
que I'énergie provenant des ovocytes atrétiques ou en dégénérescence est a l'origine des
cellules germinales chez C. gigas. Beninger et Le Pennec (1991) suggérent que la résorption
des gamétes non émis est une des voies de recyclage de nutriments dans les pectinidés. Le
Pennec et al. (1991) ont mis en évidence le catabolisme des lipides pendant le phénoméne
de résorption des gameétes résiduels chez Pecten maximus, et ces auteurs suggérent que
les produits des activités cataboliques peuvent étre accumulés sous forme de glycogéne.
Berthelin et al. (2000) indiquent que le glycogéne, qui représente une source principale
d’énergie pendant la reproduction chez C. gigas, est accumulé durant 'automne et I'hiver.
Cela indiquerait que les réserves de nutriments des huitres du nord ont pu avoir été
constituées a partir du recyclage des gametes résiduels pendant la période automne — hiver,
puis utilisées ultérieurement pendant la gamétogenése. |l serait intéressant de comparer la
réponse au conditionnement d’huitres du nord ayant pondus artificiellement en juillet — aoGt
puis replacées dans le milieu naturel pendant la période automne — hiver, avec celle
d'huitres maintenues en conditions naturelles tout au long de I'année, afin de découvrir si les
nutriments accumulés dans les huitres proviennent de la nature ou du recyclage des
éléments dans la gonade.

Nous avons détecté des différences en termes de production d’ovocytes qui privilégient
les huitres nourries par comparaison a celles maintenues a jeun. Robinson (1992) note
également des différences substantielles concernant la production d’ovocytes entre des lots
d’huitres C. gigas nourries et non nourries pendant le conditionnement. Cependant dans

notre étude, le taux d’éclosion des ces deux groupes d’huitres (conditionnées avec et sans
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nourriture) est tout a fait similaire, en particulier pour les individus du nord. De plus, nous
avons observé qu’il n’existe pas de différences entre la croissance larvaire quelle que soient
les conditions d’élevage des huitres « méres ». [l semble que celles-ci régulent la qualité des
ceufs en réduisant leur nombre s'’il n’y a pas de nourriture suffisante.

Les cycles des gamétogenéses des bivalves sont étroitement liés aux cycles du stockage
de glycogéne et a la synthése ultérieure, de novo, des lipides pendant la vitellogenése au
printemps qui dépend du stock de glycogéne (Gabbott, 1975). L'interruption de ces cycles,
par un conditionnement artificiel a une température élevée, peut forcer le développement des
ovocytes avant qu’une quantité suffisante de glycogéne ait été accumulée pour la synthése
des lipides. Ainsi, les conséquences pourraient étre la production de peu de gamétes avec
une qualité biochimique insuffisante (Gallager et Mann, 1986). Ces observations suggérent
que le stock de réserves des huitres non nourries permet la production d’'une quantité réduite
d’'ovocytes, mais d’'une qualité élevée. Il semble que la viabilité et la survie des larves en
élevage sont directement liées a la quantité initiale de lipides au moment de I'émission des
gameétes (Holland et Spencer, 1973 ; Gallager et Mann, 1986). Ainsi, il parait que les huitres
non nourries de la baie des Veys et de I'’Aber Benoit arrivent a maintenir leur stock de lipides
pendant le conditionnement en raison probablement, d’'une réserve élevée de glycogéne qui
assure non seulement la synthése de lipides mais aussi le développement des ovocytes.

Par ailleurs, nous avons observé que la croissance des larves issues des huitres nourries,
comme celle des non nourries, est significativement inférieure pendant les deux premiers
conditionnements. Bien que les résultats de Lannan et ces collaborateurs (1980) illustrent
'importance de I'époque de collecte des animaux pour étre conditionnés artificiellement, les
auteurs n'ont pas d’explication concernant les mécanismes qui gouvernent la qualité des
ceufs ou la variabilité de la survie larvaire. Cependant, Gallager et Mann (1986) notent que la
croissance et la survie des larves chez Mercenaria mercenaria et C. virginica sont associées
directement avec I'époque pendant laquelle les conditionnements sont initiés et leur durée.
Heude-Berthelin (2000) souligne que le contenu de glycogéne reste bas dans la gonade de

C. gigas pendant le printemps, alors que les protéines et les lipides augmentent
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significativement & partir de mars - avril par rapport aux premiers blooms
phytoplanctoniques. Il semble que les résultats de croissance larvaire pendant I'hiver et le
printemps sont dus au fait que les huitres n’ont pas constitué totalement leur réserves durant
cette période. Les résultats précédents suggérent que I'incorporation de nutriments pendant
le printemps est importante pour assurer la viabilité et la survie des larves aprés I'émission
des gamétes.

La connaissance de I'état général des huitres avant de les soumettre aux
conditionnements expérimentaux est importante si 'on veut obtenir des gamétes dans un
état de développement optimal. Les résultats de cette étude montrent que les réserves
accumulées dans les huitres de la baie des Veys et de I'Aber Benoit leur ont permis d’avoir
les meilleures performances pendant les expériences de conditionnement en comparaison
avec les huitres des autres régions. Les géniteurs provenant des lots du nord peuvent étre
conditionnés a partir de décembre parce qu’ils arrivent au stade de maturité, 60 %
d’'ovocytes « matures » dans la gonade, aprés six semaines de conditionnement standard
(Chavez-Villalba et al., 2001b). La réponse de ces huitres aux conditions artificielles peut
étre maintenue pendant tout le cycle gamétique, tandis que les animaux des sites du sud ne
peuvent arriver au stade de maturité qu'en commencant leur conditionnement en avril. Enfin,
nos résultats suggérent qu'une utilisation d'huitres provenant des régions du nord dans les
écloseries permettrait une amélioration certaine de la production d’ovocytes et de larves en

conditions contrélées.

Conclusion

Nous avons observé que les huitres du nord, notamment les animaux en provenance la
baie des Veys et I'Aber Benoit, initient leur développement gamétogénétique plus tét dans

'année que les huitres situées plus au sud de la Bretagne. Ces huitres contiennent un stock
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plus important de réserves qui leur permet d’avoir les meilleures performances en
laboratoire : une proportion plus élevée dovocytes «matures» a la fin des
conditionnements, et une production plus importante d’ovocytes aprés scarification de la
gonade. Ce stock de réserves permet aux animaux de la baie des Veys et de '’Aber Benoit,
mis en conditionnement sans nourriture, de produire des ovocytes viables a la fin des
conditionnements. Méme si la production d’ovocytes est largement supérieure dans les
huftres nourries par comparaison avec les animaux maintenus a jeun, les taux d’éclosion
sont similaires entre les deux lots d’huitres. Il semble donc que les besoins énergétiques
pour la premiere phase larvaire (trochophore) des huitres non nourries sont assurés par les
réserves accumulées avant le conditionnement. En conséquence, on pourrait penser que la
qualité de la nourriture offerte pendant le conditionnement n’exerce pas un effet significatif
sur la qualité des gameétes. De plus, la croissance des larves n’est pas différente selon la
période testée, entre celle provenant des huitres nourries et celle d’animaux non nourris.
Ainsi, nous pouvons émettre I'’hypothése que les huitres régulent la qualité des ceufs en
réduisant leur nombre en condition de pauvreté de nourriture.

On pense qu’une partie importante du stock des réserves des animaux du nord provient
du recyclage de nutriments dans la gonade, puisque ces huitres présentent une ponte
partielle et que les ovocytes qui restent dans la gonade sont réabsorbés au cours de la
période automne — hiver. Celle-ci correspond, dans la nature, a la mise en réserves de
métabolites énergétiques chez les huitres. Enfin, si on considére que les animaux ont la
méme origine, les résultats de cette étude mettent en évidence la capacité d’adaptation des
huftres a leur environnement. Ces caractéristiques reflétent donc des réponses différentes
des huitres au conditionnement et cela peut avoir des implications importantes sur la

production de juvéniles en écloseries.
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VI - Caractéristiques cytologiques et biochimiques de
Crassostrea gigas en réponse a l'apport ou a la privation

de nourriture pendant le conditionnement

Introduction

L’accumulation des réserves chez C. gigas se déroule en automne et en hiver et les
premiers signes de reprise de la gamétogenése s’observent a partir de janvier lorsque la
température se trouve encore en phase décroissante (Barret et al., 1999 ; Heude-Berthelin,
2000). L’influence de la nourriture et de la température sur le cycle de reproduction des
bivalves a été signalée a plusieurs reprises (Dinamani, 1987 ; Ruiz et al., 1992). En général,
pour stimuler la croissance gonadique chez les bivalves, la présence de nourriture suffisante
et une température appropriée sont nécessaires. En conditions pauvres de nourriture, le
tissu de réserve peut étre utilisé pour la maintenance de lindividu au lieu de la
gamétogeneése, mais si une quantité minimale de réserves est accumulée dans la gonade, la
vitesse de maturation de la gonade sera sous linfluence directe de la température.
Cependant, méme si une quantité minimale de réserves est accumulée, le développement
de la gonade dans ces conditions pauvres de nourriture ne sera pas le méme que dans une
condition de nourriture suffisante. Sastry (1968) indique que la température a un effet
inhibiteur sur linitiation de la gamétogenése des individus bien nourris de Aequipecten
irradians. A 15 °C, les animaux atteignent une phase de début de gamétogenése mais les
ovocytes ne commencent a se développer qu'une fois que les individus sont transférés a une
température de 20 °C. Ainsi, un développement reproductif normal exige une température
minimale et une provision suffisante de nourriture (Thompson et al., 1996). Mann (1979)

signale que C. gigas commence la gamétogenése une fois que la température dépasse
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10.5 °C. Cependant, il existe des populations de bivalves ou le développement des ovocytes
répond, en plus de la disponibilit¢é de nourriture, & une température minimale (seuil) site-
spécifique qui peut varier selon la distribution géographique de I'espéce (Thompson et al.,
1996).

Les bivalves de régions tempérées montrent une saisonnalité bien prononcée concernant
la synthése, I'accumulation et l'utilisation des réserves biochimiques. Ces réserves sont
accumulées pendant des périodes de grande abondance en nourriture, habituellement entre
la fin de I'été et 'automne, moment au cours duquel les besoins énergétiques pour la
croissance somatique et germinale ont été déja satisfaits. Les réserves sont utilisées
subséquemment pour initier la gamétogenése et maintenir le métabolisme pendant des
périodes de faible abondance en nourriture durant I'hiver. Le plus important composant de
réserve est le glycogéne. Chez C. gigas, le contenu de glycogéne augmente trés nettement
en automne et en hiver, et a partir de janvier, le contenu commence a diminuer pour
atteindre ses valeurs minimales en juin ou juillet (Deslous-Paoli et al., 1982). Heude-
Berthelin (2000) indique aussi que I'accumulation du glycogéne dans la région de la gonade
et du manteau de C. gigas se déroule en automne et en hiver, puisque ce composant est
utilisé comme support énergétique de la gamétogenése. Le glycogéne peut étre utilisé pour
la synthése des lipides, qui seront ensuite transférés vers les ovocytes en développement
pendant la vitellogenése. De cette fagon, les huitres découplent partiellement les processus
d’accumulation de réserves et de production de gameétes, en permettant l'initiation de la
gameétogenése en hiver lorsque l'incorporation de nourriture est au minimum (Thompson et
al., 1996).

Deslous-Paoli et Héral (1988) suggérent que le glycogéne peut étre utilisé en hiver
lorsque des conditions défavorables de nourriture et de température sont rencontrées dans
la nature. Le stress nutritionnel d0 a une privation partielle ou compléte de la nourriture peut
altérer substantiellement la composition biochimique des bivalves (Whyte et al., 1990). Les
huftres, comme d'autres espéces de mollusques, exhibent différentes séquences d'utilisation

des principaux constituants biochimiques si elles sont totalement privées de nourriture.
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L’accumulation et la déplétion des réserves stockées dans un bivalve dépendent du stade de
développement gonadal, des influences environnementales sur les activités métaboliques et
de la valeur nutritionnelle de la nourriture proportionnée pendant le conditionnement. La
qualité de la nourriture dans le conditionnement de géniteurs joue un rdle primordial pour le
succes de la croissance des larves et le développement des juvéniles en élevage. Whyte et
ses collaborateurs (1986 ; 1987 ; 1988 ; 1989 ; 1990 a, b ,c ; 1991 et 1992) ont montré que :
(1) les lipides sont les plus importants constituants du régime microalgal pour les larves, (2)
la famille n3 des AGPi est essentielle pour le développement des naissains, alors que celle
n6 aide a la croissance et a métamorphose de la larve, et (3) le régime alimentaire doit
contenir une ration n6:n3 de 0.3:0.5. lls mentionnent aussi que les glucides sont des
nutriments insignifiants, mais que les protéines en grande quantité, fournissent une haute
valeur nutritionnelle au régime microalgal. En conséquence un régime nutritionnel doit étre
composé par un mélange d’espéces de microalgues qui apportent les éléments nécessaires
pour couvrir toutes les exigences précédentes. Beaucoup de travaux ont été réalisés pour
mettre en place des régimes alimentaires pour les élevages des bivalves en écloserie
(Waldock et Nascimento, 1979; Epifanio et al., 1981; Waldock et Holland, 1984, Wilson et
al., 1996).

Plusieurs questions se posent concernant les facteurs qui interviennent sur le démarrage
de la gamétogenése chez C. gigas. C’est pourquoi, au cours de notre étude, nous avons
voulu étudier pendant la période correspondante a la reprise de la gamétogenése de cette
espéce l'effet de la température et de la nourriture sur le développement des ovocytes, ainsi
que les changements biochimiques dans la région gonade - glande digestive et dans la chair
des huitres durant cette époque. Pour atteindre nos objectifs, nous avons étudié deux lots
d'huitre ; un en provenance de la Baie des Veys ou les huitres présentent une émission
partielle des gameétes due aux températures estivales de I'eau trop basses pour déclencher
une émission totale des produits génitaux, et 'autre issue de La Tremblade ou les conditions
environnementales permettent une émission totale des gamétes en période estivale. Un des

buts de nos expériences a été de prolonger les conditions hivernales (température de I'eau a
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10 °C) afin de connaitre la réponse des huitres a cette condition. Des conditionnements,
avec et sans nourriture, ont été réalisés de maniére a observer le réle des réserves sur la

production d’ovocytes et sur le taux d’éclosion.

Conditions expérimentales

Deux lots d’huitres agées de 3 ans, I'un provenant la baie des Veys et l'autre de La
Tremblade, ont été transportés au centre IFREMER de Brest en fin janvier 2000. Dans le
laboratoire nous avons formé quatre groupes avec chaque lot : un groupe de 80 individus a
été mis en conditionnement standard (température a 19 °C et nourriture abondante), le
second groupe de 80 également a été mis en conditionnement standard mais sans
nourriture. Ces groupes ont été conditionnés du 8 février jusqu’au 30 mars et ont été utilisés
comme témoins. Les autres groups (deux de 150 huitres chacun) ont été placés dans des
bacs de maintenance a une température de 10 °C. L'un des ces groupes a été alimenté en
continu en utilisant le méme régime que celui utilisé pour le conditionnement et l'autre
groupe a été maintenu sans apport de nourriture. Ces groupes sont restés dans ces
conditions pendant 60 jours (8 février — 9 avril 2000). A la fin de cette période, chaque
groupe a été subdivisé en deux groupes qui ont été mis en conditionnement sous deux
conditions : avec nourriture et sans nourriture (Fig. VI— 1). En résumé, nous avons testé

quatre conditions ;

e Condition 1 ; Huitres maintenues avec de la nourriture a 10 °C pendant 60 jours,

puis conditionnées (19 °C, six semaines) avec de la nourriture. Les lots ont été

nommeés pour la baie de Veys BVNN et pour La Tremblade TNN.
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Condition 2 ; Huitres maintenues avec de la nourriture a 10 °C pendant 60 jours,
puis conditionnées (19 °C, six semaines) sans nourriture. Les lots ont été nommés
pour la baie de Veys BVNS et pour La Tremblade TNS.

Condition 3 ; Huitres maintenues sans nourriture a 10 °C pendant 60 jours, puis
conditionnées (19 °C, six semaines) avec de la nourriture. Les lots ont été nommés
pour la baie de Veys BVSN et pour La Tremblade TSN.

Condition 4 ; Huitres maintenues sans nourriture a 10 °C pendant 60 jours, puis
conditionnées (19 °C, six semaines) sans nourriture. Les lots ont été nommés pour la

baie de Veys BVSS et pour La Tremblade TSS.

20 Conditionnement a 19 °C
16 — | Nourriture D- ;r?
H o}
— | Nourriture D: Qf g
® TT: g
- o
12 Sans nourriture D: il'? 2
T°C ~ @ Condition d'hiver (10.°C) .......... é g
| Nourriture ‘ B T, %
8 &
Sans nourriture 2
7 T
4 — | Sans nourriture B B il'?
0 = I I I I I I I I I I I 1
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Fig. VI - 1. Schéma d’expérimentation des quatre conditions testées. B - Baie des Veys et T — La

Tremblade. <@ Lot dhuitres . Echantillonnage

-111 -



Parameétres étudiés

Echantillonnage. Un échantillon de 20 individus de chaque lot a été prélevé au hasard au
début et a la fin du premier conditionnement (février — mars 2000). Pour les quatre conditions
examinées, nous avons prélevé 20 huitres de chaque lot au début, a la moitié et a la fin de la
période a 10 °C, et le dernier échantillon a été prélevé a la fin des quatre conditionnements.
Le schéma d’échantillonnage est présenté sur la Figure VI— 1.

Cytologie. Dix animaux de chaque échantillon ont été ouverts afin de prélever un fragment
de gonade pour les examens histologiques et pour déterminer la taille des ovocytes a
I'analyseur d’'images.

Biochimie. Pour déterminer la variation des constituants biochimiques (protéines, glucides
et lipides) des animaux, nous avons prélevé I'ensemble gonade - glande digestive (hommé
gonade) et les autres tissus (nommeés chair) de dix huitres de chaque échantillon afin de
réaliser les analyses biochimiques.

Obtention de gameétes. Les animaux restants a la fin les expériences de conditionnement
ont subi une scarification de la gonade afin d’obtenir des gamétes. Le nombre d’ovocytes a
été estimé pour chacun des lots.

Taux d’éclosion. Pendant les manipulations de scarification un nombre équivalent
d’embryons de chaque huitre a été mis en élevage dans un seul bac d’élevage larvaire.
Aprés 48 heures, les bacs ont été vidangés et les larves « D » récupérées sur un tamis de
40 pm. Trois échantillons ont été prélevés afin de réaliser le comptage larvaire et déterminer
le taux d’éclosion.

Traitement statistique. Nous avons réalisé des analyses de variance a deux facteurs pour
la premiére expérience de conditionnement (février — mars 2000) afin de déterminer les
effets du site d'origine et de la nourriture sur les ovocytes en « début de gamétogenése », en
« vitellogenése » et « matures ». Nous avons utilisé également des analyses de variance a

trois facteurs dans le but d’observer : i) I'effet de différentes variables sur les proportions des
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différentes catégories ovocytaires et sur le contenu des constituants biochimiques (protéines,
glucides et lipides), ii) I'effet du temps, des lots et de la nourriture sur les ovocytes en « début
de gamétogenése », en « vitellogenése » et « matures » pendant la période a 10 °C, iii)
'effet du temps, des lots et des conditions (quatre conditions testées) sur les différentes
catégories ovocytaires pendant la phase de conditionnement, iv) I'effet des lots, du temps et
de la nourriture sur la teneur des protéines, glucides et lipides dans la gonade et la chair des
huftres étudiées pendant la période a 10 °C et v) I'effet des lots, du temps et des quatre
conditions examinées sur la quantité des protéines, glucides et lipides dans la gonade et

dans les autres tissus des animaux pendant la phase de conditionnement.

Résultats

Ovogenése
L’ovogenése pour le premier conditionnement.

Sur la Figure VI—- 2 sont présentées les distributions des tailles des ovocytes pour les
huitres de la baie des Veys et de La Tremblade lors du premier conditionnement (février —
mars 2000), en considérant le début de I'expérience et la fin des deux conditions testées
(nourriture et sans nourriture). Dans le lot de la baie des Veys on observe des ovocytes en
« début de gamétogenése », 69 %, et en «vitellogenése », 31 %, au début du
conditionnement. A la fin de I'expérience, on constate que la plus grande proportion
d’ovocytes est celle des ovocytes « matures », 71,8 %, dans la condition avec nourriture et
celle des ovocytes en « vitellogenése », 51 %, dans l'autre condition, 19 % d'ovocytes
« matures ». Dans les huitres de La Tremblade, on observe une proportion d'ovocytes en
« vitellogenese », 37 %, similaire a celle de I'autre lot pour le début du conditionnement, par
contre, les proportions les plus élevées sont celles des ovocytes en « vitellogenése » pour la

condition avec nourriture, 41 %, et celle des ovocytes en « début de gamétogenése », 52 %,
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dans l'autre condition. Les proportions d’ovocytes « matures » aprés conditionnement sont

respectivement de 38 % et 2,5 %.
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Fig. VI-2. Evolution des diamétres ovocytaires des huitres Crassostrea gigas pendant les
conditionnements réalisés en février — mars (2000) sous deux types: avec et sans
nourriture. Chaque ligne représente un seul individu et les chiffres (@) représentent le

nombre d’individus mesurés.
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L’analyse statistique (Tableau VI— 1) montre I'effet de la nourriture et du lot pour le
premier conditionnement. On constate que la proportion d'ovocytes en « début de
gamétogeneése » est significativement plus élevée (P <0.05) dans la condition sans
nourriture, par contre, on observe les résultats inverses pour les ovocytes « matures » car
une proportion significativement plus grande se trouve dans la condition avec nourriture.
n’existe pas de différence significative pour les ovocytes en « vitellogenése » due a I'effet de
la nourriture. Concernant I'effet du lot, la proportion significativement plus élevée (P < 0.05)
d’'ovocytes en « début de gamétogenése » se remarque dans les huitres de La Tremblade,
et comme dans leffet de la nourriture, cette situation s'inverse puisqu’'une proportion
significativement plus grande d’ovocytes « matures » est obtenue dans les animaux de la
baie des Veys. Il 'y a pas de différences significatives due a I'effet du lot concernant les

ovocytes en « vitellogenése » (Fig. VI - 3).

Tableau VI - 1. Résultats de I'analyse de variance multiple pour le « arc — sinus racine de x » du
pourcentage d’ovocytes en « début de gamétogenése », en « vitellogenése » et « matures »
en fonction de 2 variables ; nourriture et lot. Analyse pour le premier conditionnement

(février — mars, 2000).

Source Carré des Degré de Moyenne au Test de Signification
écarts liberté carré Fisher du test
Début de gamétogenése
Nourriture 1840,1 1 1840,1 8,53 0,0079
Lot 1194,1 1 1194,1 5,54 0,0280
Interactions
Nourriture — Lot 11,1 1 11,1 0,05 0,8225
Résidus 47439 22 215,6
Total 7740,7 25
Vitellogenése
Nourriture 475,2 1 475,2 3,45 0,0768
Lot 68,5 1 68,5 0,5 0,4882
Interactions
Nourriture — Lot 360,2 1 360,2 2,61 0,1202
Résidus 3031,7 22 137,8
Total 4448,4 25
Maturité
Nourriture 6201,8 1 6201,8 34,8 0,0000
Lot 1615,2 1 1615,2 9,05 0,0065
Interactions
Nourriture — Lot 78,9 1 78,9 0,44 0,5128
Résidus 3925,9 22 178,4
Total 13050,5 25
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Fig. VI — 3. Résultats de I'analyse de variance a deux facteurs (P < 0.05) permettant de déterminer
I'effet de la nourriture (N — avec nourriture et SN — sans nourriture) et du lot (T — La
Tremblade et BV — Baie des Veys) sur la proportion dovocytes en « début de
gamétogenése », en « vitellogenése » et « matures » pour le premier conditionnement

(février — mars, 2000).

Déroulement de I'ovogenése dans les quatre conditions testées

Conditions 1 et 2 (avec de la nourriture pendant la période a 10 °C; puis avec et sans
nourriture durant le conditionnement). On observe une proportion de 31 % d’ovocytes en
« vitellogenése » au début de la période a 10 °C pour les huitres de la baie des Veys. Cette
proportion augmente avec le temps et on constate aprés 60 jours une proportion équivalente
a 67 % de ces ovocytes et une proportion voisine a 1 % d’ovocytes matures. Lors des deux
conditionnements (avec, BVNN et sans nourriture BVNS), les proportions tant des ovocytes
en « vitellogenése » que des ovocytes « matures », sont trés proches les unes des autres
dans les deux conditions (respectivement 22 et 26 % d’ovocytes en « vitellogenése » et 76 et
73 % d’ovocytes « matures ») (Fig. VI - 4). Concernant le lot de La Tremblade, une situation

semblable est retrouvée pendant la période a 10 °C et lors des conditionnements. Le taux
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d'ovocytes en « vitellogenése » augmentent de 37 a 61 % du début a la fin de la période
froide (pas d’ovocytes « matures »), et les proportions d’ovocytes en « vitellogenése » et
d'ovocytes « matures » sont similaires a la fin des conditionnements ; 28 et 27 % d’ovocytes

en « vitellogenése » et 68 et 72 % d’ovocytes « matures » (Fig. VI - 5).

Conditions 3 et 4 (sans nourriture pendant la période a 10 °C, puis avec et sans
nourriture durant le conditionnement). Pour le lot de la baie des Veys on observe que la
proportion d'ovocytes en « vitellogenése » augmente de 31 % au début de la période froide
jusqu’a 40 % a la fin de cette phase. Les ovocytes matures sont majoritaires, 88 %, a la fin
du conditionnement avec nourriture (BVSN). Dans l'autre condition (BVSS), la proportion la
plus élevée correspond aux ovocytes en « vitellogenése », 76 %, et on observe 13 %
d’ovocytes « matures » (Fig. VI— 6). Méme si au début de la phase a 10 °C on constate la
présence d'ovocytes en « vitellogenése », 37 %, dans les huitres de La Tremblade, a la fin
de la période cette -catégorie ovocytaire représente seulement 13 %. Pour le
conditionnement avec de la nourriture (TSN), la proportion la plus importante est celle des
ovocytes « matures », 56 %, et dans l'autre condition (TSS), les huitres n’arrivent pas a
produire des ovocytes « matures » (condition 4 ; sans nourriture pendant la période froide et
sans nourriture pendant le conditionnement) (Fig. VI— 7).

Pour les analyses statistiques nous avons divisé les conditions testées en deux parties ; la
premiére montre I'effet du lot, du temps et de la nourriture pour les différentes catégories
ovocytaires pendant la période a 10 °C. La seconde analyse I'effet de la condition, du lot et
du temps sur les ovocytes en « début de gamétogenése », en « vitellogenése » et
« matures » pendant les quatre conditionnements aprés la phase froide. Les résultats de la
premiére partie (Tableau VI — 2) indiquent que chez les huitres de La Tremblade il existe une
proportion significativement plus élevée (P <0.05) dovocytes en «début de
gamétogenése » par comparaison avec les animaux de la baie des Veys, et le nombre de
ces ovocytes diminue significativement avec le temps (P < 0.05). La proportion la plus élevée

de cette catégorie ovocytaire est rencontrée dans la condition avec de la nourriture
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(P < 0.05). Par contre, la proportion d’'ovocytes en « vitellogenése » est significativement
plus importante dans les individus de la baie des Veys et ces ovocytes augmentent
significativement avec le temps (P <0.05). Comme pour les ovocytes en « début de
gameétogenese », la proportion d’ovocytes en « vitellogenése » est significativement plus
élevée dans la condition avec de la nourriture (P < 0.05). Méme si dans le lot de la baie des
Veys on commence a observer des ovocytes « matures », I'analyse statistique ne montre

aucun effet significatif des variables (Fig. VI - 8).
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Tableau VI - 2. Résultats de I'analyse de variance multiple pour le « arc — sinus racine de x » du
pourcentage d’ovocytes en « début de gamétogenese », en « vitellogenése » et « matures »

en fonction de 3 variables ; lot, nourriture et temps. Analyse pour la période a 10 °C.

Source Carré des Degré de Moyenne au Test de Signification
écarts liberté carré Fisher du test
Début de gamétogenése
Lot 1016,3 1 1016,3 4,36 0,0491
Nourriture 1808,2 1 1808,2 7,76 0,0111
Temps 2378,9 1 2378,9 10,21 0,0043
Interactions
Lot — Nourriture 21,03 1 21,03 0,09 0,7668
Lot — Temps 7,38 1 7,38 0,03 0,8604
Nourriture - Temps 131,58 1 131,58 0,56 0,4607
Résidus 4892,03 21 2329
Total 11392,4 27
Vitellogenése
Lot 993,1 1 993,1 4,33 0,0499
Nourriture 1768,2 1 1768,2 7,71 0,0113
Temps 2343,3 1 23431 10,21 0,0043
Interactions
Lot — Nourriture 25,6 1 25,6 0,11 0,7417
Lot — Temps 9,51 1 9,51 0,04 0,8406
Nourriture - Temps 120,9 1 120,9 0,53 0,4758
Résidus 4818,9 21 229,5
Total 11143,6 27
Mature
Lot 2,57 1 2,57 0,45 0,5079
Nourriture 4,3 1 4,3 0,76 0,3938
Temps 2,57 1 2,57 0,45 0,5079
Interactions
Lot — Nourriture 4,3 1 4,3 0,76 0,3938
Lot — Temps 2,57 1 2,57 0,45 0,5079
Nourriture - Temps 4,3 1 4,3 0,76 0,3938
Résidus 119,2 21 5,67
Total 155,4 27

L’analyse de variance présentant I'effet de la condition, du lot et du temps lors des
conditionnements (Tableau VI-— 3), montre que la proportion d’ovocytes en « début de
gamétogenése » dans les conditions 3 (BVSN et TSN) et 4 (BVSS et TSS), est
significativement plus élevée (P < 0.05) que dans les conditions 1 (BVNN et TNN) et 2
(BVNS et TNS). Le lot de La Tremblade posséde la proportion la plus élevée d’ovocytes en
« début de gamétogenése » et cette proportion diminue significativement avec le temps
(P <0.05). Pour les ovocytes en « vitellogenése », I'analyse statistique ne montre aucun

effet significatif des variables. Concernant les ovocytes « matures », leur proportion
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augmente significativement avec le temps et celle ayant que la plus élevée est celle des
huitres de la baie des Veys (P <0.05). Il n'existe pas de différences significatives des
proportions correspondantes aux ovocytes « matures » parmi les conditions 1, 2 et 3,

cependant la proportion de ces ovocytes est significativement plus basse dans la condition 4

(Fig. VI - 9).
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Fig. VI — 8. Résultats de I'analyse de variance a trois facteurs (P < 0.05) permettant de déterminer
I'effet de la nourriture (N — avec nourriture et SN — sans nourriture), du lot (T — La Tremblade
et BV — Baie des Veys) et du temps sur la proportion d’ovocytes en « début de

gamétogenese » et en « vitellogenése » pendant la période a 10 °C.
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Tableau VI - 3. Résultats de I'analyse de variance multiple pour le « arc — sinus racine de x » du
pourcentage d'ovocytes en « début de gamétogenése », en « vitellogenése » et « matures »
en fonction de 3 variables ; condition, lot et temps. Analyse pour le conditionnement aprés la

période a 10 °C.

Source Carré des Degré de Moyenne au Test de Signification
écarts liberté carré Fisher du test
Début de gamétogeneése
Condition 6579,9 3 2193,3 16,9 0,0000
Lot 2152,8 1 2152,8 16,6 0,0000
Temps 16340,1 1 16340,1 126,3 0,0000
Interactions
Condition — Lot 1059,8 3 353,2 2,73 0,0523
Condition — Temps 1658,5 3 552,8 4,27 0,0087
Lot - Temps 39,2 2 39,2 0,3 0,5842
Résidus 72427 56 129,3
Total 39628,4 68
Vitellogenése
Condition 1639,5 3 546,5 2,97 0,0395
Lot 354 1 354 1,92 0,1711
Temps 561,4 1 561,4 3,05 0,0862
Interactions
Condition — Lot 1021,9 3 340,6 1,85 0,1486
Condition — Temps 6364,6 3 2121,5 11,52 0,0000
Lot - Temps 560,7 1 560,7 3,04 0,0864
Résidus 10500,4 57 184,21
Total 22171,2 69
Mature
Condition 7190,4 3 2396,8 26,7 0,0000
Lot 701,3 1 701,3 7,81 0,0071
Temps 29083,9 1 29083,9 323,9 0,0000
Interactions
Condition — Lot 167,7 3 55,9 0,02 0,6030
Condition — Temps 7012,9 3 2337,6 26,1 0,0000
Lot - Temps 614,6 1 614,6 6,85 0,0114
Résidus 5116,7 57 89,76
Total 58774,6 69
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Fig. VI — 9. Résultats de I'analyse de variance a trois facteurs (P < 0.05) permettant de déterminer
I'effet des conditions testées, du lot (T — La Tremblade et BV — Baie des Veys) et du temps
(D — début et F — fin des conditionnements) sur la proportion d’ovocytes en « début de

gamétogenese » et en « vitellogenése » pour les conditionnements apres la période froide.
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Spermatogenése

Dans les Tableaux VI — 4 et VI - 5 figurent les nombres d’huitres males et leurs stades de
développement gamétique observés au cours du premier conditionnement (février — mars
2000) et dans les quatre conditions testées ensuite. Le faible nombre de males observés,
tant dans la premiére expérience que dans les conditionnements, ne permet pas de

déterminer une tendance ou une évolution de la spermatogenése pour ces huitres.

Tableau VI - 4. Nombre d’huitres males observées et leurs stades de développement gamétique

dans la premiére expérience de conditionnement (février — mars 2000).

Lots Baie des Veys La Tremblade

Conditionnement Début Fin Début Fin
Avec nourriture

Début gamétogenése 1 - - -
Croissance 1 - - 3
Maturité - - - 1
Sans nourriture

Début gamétogenése 1 - - -
Croissance 1 - - R
Maturité - 3 - R

Tableau VI - 5. Nombre d’huitres méales observées et leurs stades de développement gamétique

dans les quatre conditions testées. Fin C — fin du conditionnement.

Lots Baie des Veys La Tremblade
Périodes 10 °C Fin C 10 °C FinC
Temps (jours) 0 30 60 110 0 30 60 110

Condition 1

Début gamétogenése 1 2 - - - 1 4 -
Croissance 1 - 2 - - 1 - -
Maturité - - - 4 - - - 7
Condition 2

Début gamétogenése 1 2 - - - 1 4 -
Croissance 1 - 2 2 - 1 2
Maturité - - - 1 - - - 4
Condition 3

Début gamétogenése 1 1 - - - - - -
Croissance 1 - 2 - - - - 1
Maturité - - - 3 - - - 5
Condition 4

Début gamétogenése 1 1 - - - - - 1
Croissance 1 - 2 4 - - - -
Maturité - - - - - - - -
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Etude biochimique

La Figure VI— 10 présente les résultats de la comparaison du poids sec total des huitres
au début et a la fin des quatre conditions testées pour les deux lots d’animaux. On constate
des différences significatives pour les huitres de La Tremblade entre le début de I'expérience
et la fin de la condition TNN (4) (p < 0.05). Il n’existe pas de différences significatives pour
les autres conditions ni dans les animaux de la baie des Veys.

La Figure VI - 11 donne la teneur (mg / équivalent animal) en protéines, glucides et lipides
au début et a la fin du premier conditionnement (février — mars 2000). L'évolution la plus
importante concerne les protéines dont la teneur augmente considérablement dans la chair
des animaux des deux lots. Une augmentation notable est également observée dans la
gonade des huitres conditionnées avec de la nourriture, par contre, 'augmentation des
protéines dans la gonade des animaux conditionnés sans nourriture est faible. On apercoit
une tendance différente entre les lots dans le cas de glucides. Pendant que dans la gonade
et dans la chair des huitres de la baie des Veys la teneur en glucide diminue dans les deux
conditions, cette derniére augmente dans les animaux de La Tremblade. L’évolution de la
teneur en lipides est semblable dans les deux lots durant les conditionnements, cependant
'augmentation la plus importante est constatée dans les huitres de La Tremblade.

L’analyse statistique montre un effet significatif de la nourriture, du lot et du temps sur les
constituants biochimiques de la chair et de la gonade des huitres pendant le premier
conditionnement (Tableau VI - 6). La teneur la plus élevée dans la gonade et la chair est
celle des protéines, elle est significativement différente de celles des glucides et lipides
(P < 0.05). La nourriture (condition avec et sans nourriture) n’a pas d'effet significatif sur la
composition biochimique de la chair des animaux. Enfin, on observe que la teneur en
constituants augmente significativement (P < 0.05) a la fin des conditionnements (Fig. VI —

12).
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araison du poids sec total des huitres entre le début de I'expérience (D) et la fin
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Fig. VI -11. Teneur de protéines, glucides et lipides dans la chair et la gonade des huitres au

début (D) et a la fin (F) du premier conditionnement sous deux conditions : avec et sans

nourriture. BV — Baie des Veys et T — La Tremblade.
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La Figure VI— 13 présente la teneur des constituants biochimiques dans la chair et dans
la gonade des huitres de la baie des Veys pour les quatre conditions testées. Dans la chair
des animaux on observe une tendance similaire entre les différentes conditions pendant la
période a 10 °C (0 — 60 jours). Les teneurs en protéines, glucides et lipides augmentent
durant les 30 premiers jours, puis les teneurs en protéines et en lipides continuent a
augmenter pendant la seconde moitié de cette phase, au froid, tandis que celle en glucides
diminue. Concernant la période des conditionnements (60 — 110 jours), le taux de protéines
diminue dans toutes les conditions, le taux de glucides diminue aussi dans les conditions
avec nourriture (BVNN et BVSN) et augmente dans les conditions sans nourriture (BVNS et
BVSS). La teneur en lipides tend a diminuer dans tous les cas.

Les résultats correspondants a la gonade pendant la période a 10 °C montrent que dans
les conditions avec nourriture les constituants tendent a augmenter légérement, tandis que
dans les conditions sans nourriture peu de variations sont constatées. Pendant les
conditionnements on apergoit que le taux de protéines augmente considérablement dans les
conditions avec nourriture (BVNN et BVSN) et restent sans variation dans les autres
conditions (BVNS et BVSS). La teneur en glucides diminue dans les conditions BVNN et
BVNS (avec et sans nourriture) et restent sans variation dans les conditions BVSN et BVSS.
Enfin, le taux de lipides augmente dans les conditions avec nourriture (BVNN et BVSN) et

restent stable dans les autres conditions (BVNS et BVSS).
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Tableau VI - 6. Résultats de I'analyse de variance multiple pour la teneur (mg / équivalent animal)

des constituants biochimiques dans la chair et dans la gonade des huitres en fonction de 3

variables ; lot, nourriture et temps. Analyse pour le premier conditionnement (février — mars

2000).
Source Carré des Degré de Moyenne au Test de Signification
écarts liberté carré Fisher du test
Chair
Lot 1,03 E6 1 1,03 E6 54,2 0,0000
Nourriture 936,7 1 936,7 0,05 0,8246
Temps 433395 1 433395 22,7 0,0000
Interactions
Lot — Nourriture 814,4 1 814,4 0,04 0,8366
Lot — Temps 28714,5 1 287145 1,56 0,2217
Nourriture - Temps 1179,6 1 1179,6 0,06 0,8040
Résidus 3,07 E6 161 3576,8
Total 475 E6 167
Gonade
Lot 2,25 E6 1 2,25 E6 126,3 0,0000
Nourriture 324793 1 324793 18,2 0,0000
Temps 349092 1 349092 19,5 0,0000
Interactions
Lot — Nourriture 7675,7 1 7675,7 0,43 0,5132
Lot — Temps 1445,8 1 1445,8 0,08 0,7765
Nourriture - Temps 339690 1 339690 18,9 0,0000
Résidus 3,12 E6 175 17883,3
Total 6,36 E6 181
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Fig. VI — 12. Résultats de I'analyse de variance a trois facteurs (P < 0.05) permettant de déterminer

I'effet de la nourriture (N — avec nourriture et SN — sans nourriture), du lot (T — La Tremblade
et BV — Baie des Veys) et du temps (D — début et F — fin du conditionnement) sur la teneur
(mg équivalent animal) des constituants biochimiques dans la chair et la gonade des huitres

pendant le premier conditionnement (février — mars 2000).
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Les résultats sur les teneurs en protéines, glucides et lipides dans la chair et la gonade
des huitres de La Tremblade sont présentés sur la Figure VI— 14. Dans la seconde moitié
de la phase a 10 °C, on constate que la teneur en protéines présente la plus importante
progression dans tous les cas de conditionnement, alors que les taux de glucides et de
lipides varient peu. Durant les conditionnements, la variation la plus considérable est
observée pour les protéines dans les conditions TNN et TSN (avec nourriture), pendant que
dans les conditions sans nourriture le taux de protéines reste inchangé. Concernant les
glucides et lipides, dans les conditions TNS, TSN et TSS aucune variation importante n'est
constatée, et dans la condition TNN, on constate une Iégére augmentation des ces
constituants a la fin des conditionnements.

Les constituants biochimiques de la gonade présentent la méme tendance que ceux de la
chair pendant la période a 10 °C : 'augmentation la plus importante est celle des protéines
alors que les glucides et lipides restent sans variation dans toutes les conditions. Dans la
phase de conditionnement, 'augmentation la plus importante est celle des protéines dans les
conditions avec nourriture (TNN et TSN) et le taux de lipides augmente également. Par
contre ces constituants restent sans variations considérables dans les conditions sans
nourriture (TNS et TSS). Les glucides ne présentent pas de variations importantes dans

toutes les conditions.
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Fig. VI - 13. Teneur en protéines, glucides et lipides dans la chair et la gonade des huitres de la

baie des Veys pour les quatre conditions testées. Période a 10 °C (0—-60 jours) et
conditionnements (60 — 110 jours).
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Fig. VI — 14. Teneur en protéines, glucides et lipides dans la chair et la gonade des huitres de La
Tremblade pour les quatre conditions testées. Période a 10°C (0—-60 jours) et

conditionnements (60 — 110 jours).
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Comme dans le cas de I'étude portant sur les ovocytes, pour I'analyse biochimique, nous
avons divisé les conditions testées en deux parties afin de réaliser les tests statistiques ; la
premiére partie montre l'effet de la nourriture, le lot et le temps sur la teneur (mg/ éq.
animal) des constituants biochimiques dans la chair et la gonade des huitres pendant la
période a 10 °C. La deuxiéme partie analyse I'effet des conditions testées, du lot et du temps
sur le contenu des constituants biochimiques dans la chair et la gonade durant la phase des
conditionnements. Les concentrations en constituants biochimiques sont significativement
plus élevées chez le lot de la baie des Veys (P <0.05) que chez les huitres de La
Tremblade. On observe que ces quantités augmentent significativement avec le temps
(P < 0.05) et qu’il n’existe pas de différences significatives entre les conditions avec et sans
nourriture (Tableau VI — 7). Les résultats de I'analyse de la gonade pendant la phase au froid
montrent que la concentration la plus grande des constituants biochimiques se trouve dans
les individus de la baie des Veys et cette quantité augmente significativement avec le temps
(P <0.05). Dans le cas de la gonade, on observe des différences significatives qui favorisent

la condition avec nourriture (P < 0.05) (Fig. VI - 15).

Tableau VI - 7. Résultats de I'analyse de variance multiple pour la teneur (mg / équivalent animal)
des constituants biochimiques dans la chair et la gonade des huitres en fonction de 3

variables ; lot, nourriture et temps. Analyse pour la période a 10 °C.

Source Carré des Degré de Moyenne au Test de Signification
écarts liberté carré Fisher du test
Chair
Lot 2,73 E6 1 2,73 E6 100 0,0000
Nourriture 21011,2 1 21011,2 0,77 0,3816
Temps 224169 1 224169 8,22 0,0048
Interactions
Lot — Nourriture 8410,4 1 8410,4 0,31 0,5796
Lot — Temps 5842,8 1 5842,8 0,21 0,6442
Nourriture — Temps 2307,9 1 2307,9 0,08 0,7716
Résidus 3,92 E6 144 27282,3
Total 7,15 E6 150
Gonade
Lot 1,9 E6 1 1,9 E6 229,5 0,0000
Nourriture 149781 1 149781 18 0,0000
Temps 127086 1 127086 15,3 0,0008
Interactions
Lot — Nourriture 39083,7 1 39083,7 4,7 0,0318
Lot — Temps 20100 1 20100 2,42 0,1222
Nourriture — Temps 96709,3 1 96709,3 11,62 0,0008
Résidus 1,22 E6 147 8319,3
Total 3,9 E6 153
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Fig. VI — 15. Résultats de I'analyse de variance a trois facteurs (P < 0.05) permettant de déterminer
I'effet de la nourriture (N — avec nourriture et SN — sans nourriture), du lot (T — La Tremblade
et BV — Baie des Veys) et du temps sur la teneur (mg équivalent animal) des constituants

biochimiques dans la chair et la gonade des huitres pendant la période a 10 °C.

Les résultats des analyses statistiques concernant le contenu en constituants
biochimiques de la chair et de la gonade des huitres pendant les conditionnements sont
présentés dans le Tableau VI— 8. Dans la chair, les concentrations des constituants
biochimiques sont significativement plus grandes (P < 0.05) dans les conditions avec
nourriture et la concentration la plus élevée est constatée pour le lot de la baie des Veys. La
concentration en constituants biochimiques diminue significativement avec le temps
(P < 0.05) dans la chair des huitres pendant les conditionnements. Les résultats de I'analyse
de la teneur des constituants dans la gonade des huitres durant les conditionnements
montrent que la quantité des constituants est significativement plus grande (P < 0.05) dans
la condition 1 (BVNN et TNN) par rapport aux autres conditions, il n’existe pas de différences
significatives entre les conditions 2 (BVNS et TNS) et 3 (BVSN et TSN). La concentration la
plus basse est constatée dans la derniére condition. Enfin, on observe une accumulation
significative (P < 0.05) des constituants dans la gonade a la fin des conditionnements (Fig.

VI— 16).

-134 -



Tableau VI - 8. Résultats de I'analyse de variance multiple pour la teneur (mg / équivalent animal)

des constituants biochimiques dans la chair et la gonade des huitres en fonction de 3

variables ; conditions, lot et temps. Analyse pour la période des conditionnements

Source Carré des Degré de Moyenne au Test de Signification
écarts liberté carré Fisher du test
Chair
Condition 97688,9 3 32563 1,02 0,3829
Lot 5,02 E6 1 5,02 E6 157,8 0,0000
Nourriture 147545 1 147545 4,63 0,0321
Interactions
Condition — Lot 204478 3 65159,3 2,14 0,0950
Condition — Nourriture 30458,7 3 10152,9 0,32 0,8119
Lot — Nourriture 236027 1 236027 7.41 0,0068
Résidus 1,11 E7 350 31861,6
Total 1,71 E7 362
Gonade
Condition 1,47 E6 3 492786 17,9 0,0000
Lot 5,51 E6 1 5,51 E6 201,2 0,0000
Nourriture 308652 1 308652 11,27 0,0009
Interactions
Condition — Lot 98288,5 3 32762,8 1,2 0,3113
Condition — Nourriture 923533 3 307844 11,24 0,0000
Lot — Nourriture 324,5 1 324,5 0,01 0,9134
Résidus 9,58 E6 350 27397,6
Total 1,71 E7 362
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Fig. VI — 16. Résultats de I'analyse de variance a trois facteurs (P < 0.05) permettant de déterminer

I'effet des conditions testées, du lot (T — La Tremblade et BV — Baie des Veys) et du temps

(D — début et F — fin du conditionnement) sur la teneur (mg équivalent animal) des

constituants biochimiques dans

la chair et

conditionnements aprés la période froide.
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Production d’ovocytes et taux d’éclosion

Les résultats de la production d’ovocytes lors des conditionnements réalisés en février —
mars (2000) et ceux aprés la période a 10 °C sont présentés sur la Figure VI— 17.

Les résultats pour le premier conditionnement indiquent que les huitres de la baie des
Veys ont produit plus d’ovocytes que les animaux de La Tremblade en considérant les
conditions avec et sans nourriture (BVN et BVS). On observe pour ces trois conditions, des
taux d’éclosion élevés, de 62 %, pour les huitres de la baie des Veys non nourries et
respectivement de 85 et 78 % pour les animaux nourris de la baie des Veys et de La
Tremblade.

Dans le cas des autres conditionnements (aprés la période a 10 °C), on constate que la
plus grande production d’ovocytes a lieu chez les huitres nourries et que les valeurs
favorisent les animaux de la baie des Veys (BVNN et BVSN). Il a été impossible d’obtenir
des ovocytes viables aprés scarification pour les huitres de la Tremblade maintenues dans la
condition 4 (TSS). Les taux d’éclosion les plus élevés sont observés chez les huitres non
nourries pendant la période a 10 °C et chez celles nourries durant le conditionnement dans
les deux lots (80 % pour BVSN et 60 % pour TSN). Le taux d’éclosion le plus bas est
constaté dans la condition BVNN pour les huitres de la baie des Veys méme si ces animaux
ont produit la quantité la plus importante d’ovocytes, 42.5 millions, lors du conditionnement.
L’analyse statistique indique qu'il n’existe pas de différences significatives entre les
conditions testées pendant le premier conditionnement. Concernant les conditionnements
apres la période froide, on constate que les huitres nourries ont produit significativement plus
d'ovocytes (P <0.05) que les animaux non nourris, avec un avantage aux individus
provenant de la baie des Veys. Entre les huitres non nourries aucune différence significative

n’existe entre les lots (Fig. VI — 18).
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Fig. VI — 17. Production d’'ovocytes et taux d’éclosion de larves « D » des huitres conditionnées en

février — mars 2000 (premier conditionnement) et aprés la période a 10 °C. BV — Baie des

Veys, T — La Tremblade, N — nourries et S — non nourries.

_. 26
0
2
> 16
o)
>
S 06
©
)
s 04
5
£ 14
o
o
|

)

\
N

“¥

N

S

B B B B T T T T
\Y; \Y Y \Y N N S S
N N S S N S N S
N S N S

Conditions

Fig. VI-18. Production d’ovocytes des huitres conditionnées en février — mars 2000 (premier

conditionnement) et apres la période a 10 °C. BV — Baie des Veys, T — La Tremblade, N —

nourries et S — non nourries.

-137 -



Discussion

Au début de cette étude, en février 2000, nous avons observé des ovocytes en « début de
gamétogenése » et en « vitellogenése » dans les deux lots examinées. Ces résultats sont
similaires a ceux observés pendant 'année 1999 pour le lot de la baie des Veys. Cependant,
la présence d’ovocytes en « vitellogenése » dans les huitres de La Tremblade ne coincide
pas avec les résultats de l'année précédente (voir chapitre V). Lango-Reynoso (1999)
indique la présence d’ovocytes en « vitellogenése » dans une population de Marennes-
Oléron a la fin du mois de février (1998). Cette auteur signale que dans une méme
population, d’'une année a l'autre, il existe une variation temporelle liée aux changements
des conditions environnementales au niveau de linitiation et du déroulement de la
gamétogenése. Cela peut indiquer que les huitres de La Tremblade pouvaient avoir démarré
leur gamétogenése plus tét dans I'année, probablement grace a une température plus
élevée dans le site ostréicole a cette époque. Néanmoins, méme si en février on trouve des
proportions similaires d’ovocytes en « vitellogenése » dans les deux lots étudiées, les
résultats observés lors du premier conditionnement indiquent des proportions inférieures
d’ovocytes « matures » dans les huitres de La Tremblade dans les deux conditions testées
(avec et sans nourriture). Nous avons mis en évidence que les huitres de I'ouest et du nord
de la France (lots de baie des Veys et de I'Aber Benoit) commencent leur gamétogenése
plus t6t dans I'année par comparaison avec autres lots situées plus au sud (Baden, Bouin,
La Tremblade et Arcachon). Nous considérons également que la température de I'eau n’est
pas l'unique facteur qui régule la reprise de la gamétogenése chez C. gigas, et que les
différences observées entre ces lots sont dues a la présence d’'un stock plus important de
réserves dans les huitres plus au nord (voir chapitre V). Nos observations coincident avec
celles de Barber et Blake (1983) pour Argopecten irradians aux USA. Ces auteurs signalent
que le démarrage de la gamétogenése chez cette espéce dépend principalement de la

disponibilité en nourriture puisque les lots du sud initient leur développement
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gameétogeénétique plus tard dans 'année que les animaux situés au nord. Barber et al. (1991)
indiquent que si les différences concernant le début de la gamétogenése entre des
populations proches ne sont pas d’origine génétique, les facteurs environnementaux sont
alors les responsables de la régulation de la gamétogenése. Au vue de nos résultats, nous
confirmons que les différences détectées dans cette étude ne sont pas d’origine génétique
puisque tant les huitres de la baie des Veys que celles de La Tremblade ont été collectées
dans le bassin d’Arcachon et puis transférées aux sites d’exploitation.

Les observations précédentes se confirment tout au long des expériences testées dans
notre étude (conditions 1, 2, 3 et 4). Nous avons constaté que les huitres de la baie des
Veys développent des ovocytes jusqu’au stade de maturité pendant la période a 10 °C avec
nourriture (BVNN et BVNS), et que ces mémes animaux produisent des ovocytes en
« vitellogenése » durant la phase a froid sans nourriture (BVSN et BVSS). Par contre, les
huitres de La Tremblade n’arrivent qu’a produire des ovocytes en « vitellogenése » dans la
condition avec nourriture (phase froide), et dans la condition sans nourriture (TSS) ces
animaux restent bloqués en « début de gamétogenése ». Ces observations peuvent indiquer
que méme si on prolonge les conditions d’hiver, c’est a dire une basse température et une
quantité de nourriture faible, voire inexistante, les huitres de la baie des Veys dans la
condition sans nourriture continuent leur gamétogenése jusqu’au stade de « vitellogenése »
en utilisant leur stock de réserves. A l'inverse, les huitres de La Tremblade requiérent un
supplément alimentaire pour redémarrer leur développement gamétogénétique sous ces
mémes conditions. Deslous-Paoli et al. (1982) avaient signalé un affaiblissement de I'état
physiologique des huitres de Marennes-Oléron a la fin de I'hiver avec en plus, un déficit en
glucides, en protéines et méme en lipides durant le printemps. Ces résultats suggérent que
les huitres de La Tremblade n’arrivent pas a créer un stock de réserves important en
automne et en hiver, et que leurs besoins énergétiques pendant le déroulement de la
gameétogenése sont probablement assurés par les blooms phytoplanctoniques printaniers.

Lubet (1976) indique que la reprise de l'activité sexuelle chez Mytilus edulis et M.

galloprovincialis ne semble pas dépendre des conditions thermiques. Ce méme auteur
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souligne que des observations effectuées sur C. gigas et Ostrea edulis des cétes de la
Manche confirment les résultats précédents. Il note que la reprise de l'activité génitale
coincide avec les plus basses températures hivernales (8 —9 °C). Il semble que ces
données soient valables pour les huitres de la baie des Veys. Ces résultats semblent
démontrer que, dans le cas des animaux de La Tremblade, s'il existe une quantité suffisante
de nourriture pour fabriquer des réserves, ceux-ci sont capables d’initier leur développement
ovocytaire sans avoir besoin d'une montée en température. Cependant, nous avons observé
que les huitres de ce lot mises en conditionnement sans nourriture en février, réagissent a la
stimulation thermique en démarrant leur gamétogenése. Lubet (1976) émet aussi
I’hypothése que la reprise de I'activité génitale est sous la dépendance d’une horloge interne
neuroendocrinienne qui détermine le démarrage et 'amplitude du cycle sexuel, et que cette
horloge pourrait étre modifiée par des facteurs externes parmi lesquels la température
jouerait le role essentiel. Cependant les résultats de notre étude indiquent qu’a part la
température, la reprise de la gamétogenése est sous la dépendance du stock de réserves
accumulée I'année précédente. On peut donc émettre I'hypothése que si l'initiation de la
gameétogenése est bien sous la dépendance de la température, le développement des
gameétes ne continuera qu'aprés constitution d'un stock minimum de réserves dans les
conditions de basse température. Thompson et al. (1996) indiquent que la provision de
nourriture semble étre moins critique une fois qu'une quantité minimale de réserves est
accumulée dans la gonade des bivalves. Quelques études ont mis en évidence une variation
site — spécifique du cycle de la gamétogenése associée a des adaptations phénotypiques
aux variations locales de la disponibilit¢ de nourriture (MacDonald et Thompson, 1988).
Ainsi, la reprise de la gamétogenése de C. gigas semble répondre a la disponibilité de
nourriture et a une température minimale spécifique pour chaque lot qui peut varier suivant la
situation géographique. Nous pouvons donc considérer que cette température minimale
spécifique se situe entre 8 et 9 °C pour les huitres en provenance de la baie des Veys, en
accord avec les observations de Lubet (1976), et éventuellement une température

supérieure pour les animaux de La Tremblade en considérant leur situation géographique.
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Dans nos expériences l'initiation de la gamétogenése est accompagnée de variations de
la composition biochimique de la chair et de la gonade des huitres car les animaux étudiés,
subissent un stress lors de leur transfert, avec en plus une privation de nourriture et une
température hivernale de 10 °C. Les variations les plus importantes sont observées au
niveau des protéines, qui augmentent dans toutes les conditions et cela pour les deux lots.
L’augmentation de la teneur en protéines dans la chair des huitres pourrait correspondre a
une mise en réserve au moment de la reprise de la gamétogenése. Heude-Berthelin (2000)
signale une augmentation du taux de protéines dans la gonade de C. gigas en mars au
moment de la vitellogenése chez les individus femelles. Nous avons observé qu’une fois les
huitres mises en conditionnement la teneur en protéines augmente de maniére trés
significative dans la gonade et cela pour les deux lots dans les conditions avec nourriture. Il
semble que lorsque les huitres ont été maintenues a 10 °C, elles peuvent stocker des
protéines dans leur tissus et une fois que la température s’éléve, elles dirigent ces protéines
vers la gonade. Ceci expliquerait I'évidente diminution du taux de protéines dans la chair des
animaux de la baie des Veys pendant les conditionnements. Cependant, 'augmentation de
la teneur en protéines a continué dans la chair des huitres de La Tremblade pendant les
conditionnements avec nourriture. || semble que les besoins nutritionnels en protéines pour
la gamétogenése des huitres de La Tremblade sont inférieurs a ceux des animaux de la baie
des Veys. Ceci parait cohérent en considérant les conditions de faible nourriture dans
lesquelles se trouvent ces animaux dans la nature. Les observations antérieures semblent
également indiquer que la mise en réserve se déroule a une basse température et que la
mobilisation des réserves se produit une fois que la température s’éléve. Heude-Berthelin
(2000) a constaté que les constituants biochimiques augmentent légérement dans la glande
digestive de C. gigas de janvier a mars et ensuite, avec I'élévation de température au
printemps, les quantités de protéines et lipides augmentent significativement dans la gonade.

Le taux de glucides augmente dans la chair chez des huitres de la baie des Veys pendant
la premiére moitié de la période a 10 °C dans toutes les conditions, cependant, il diminue

dans la seconde moitié de la période a froid. Dans les conditions avec nourriture, le taux de
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glucides augmente aussi dans la gonade pendant la seconde moitié de la phase a froid. Il
semble que les glucides sont mobilisés vers la gonade a ce moment la. Cependant, pendant
les conditionnements, le contenu de glucides diminue tant dans la gonade que dans la chair
des huitres. Ces résultats peuvent indiquer que les glucides ont été utilisés comme support
eénergétique de la gamétogenése pour les animaux de la baie des Veys. Heude-Berthelin
(2000) rapporte une diminution constante du contenu en glucides de la gonade et du
manteau de C. gigas pendant la gamétogenése. Cette diminution serait due a leur utilisation
comme base énergétique de la gamétogenése. Li et al. (2000) signalent également que le
contenu du glycogéne dans la gonade de C. gigas diminue pendant la maturation des
gamétes. Néanmoins, le contenu en glucides ne présente pas de variations importantes
chez les huitres de La Tremblade, et les variations les plus grandes sont celles des protéines
dans la chair et dans la gonade de ces huitres. Whyte et al. (1990) signalent que les
protéines contribuent plus que les glucides pour les processus métaboliques des huitres
maintenues en conditions trophiques défavorables. Ceci pourrait signifier que les protéines
sont la principale source d’énergie pour la gamétogenése chez les huitres de La Tremblade
qui possédaient a leur arrivée au laboratoire un faible stock de réserves.

Nous n’avons pas observé de variations importantes des constituants biochimiques chez
les huitres privées de nourriture au cours des expériences. Il semble que les huitres
maintenues a jeun utilisent leur stock de réserves pour maintenir leur métabolisme de
subsistance au lieu de la gamétogenése. Sastry (1968) note le méme comportement chez
Aequipecten irradians maintenu en conditions pauvres de nourriture. Whyte et al. (1990)
maintiennent des huitres C. gigas privées de nourriture pendant 400 jours et constatent une
perte significative de lipides, glucides et protéines dans tous les tissus étudiés aprés les 100
premiers jours de I'expérience. Les résultats de notre étude ou les huitres ont été exposées
aux conditions expérimentales pendant 110 jours sont en accord avec ces observations.

Les résultats en termes de contenu des constituants biochimiques pendant les
conditionnements montrent une variation importante en ce qui concerne les protéines et les

lipides. On observe chez les huitres nourries, des deux lots, une augmentation du contenu
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de protéines et lipides dans la gonade durant le conditionnement, tandis que dans les
conditionnements sans nourriture, ces constituants restent sans variations importantes dans
cet organe. Chez les huitres nourries de la baie des Veys, cette augmentation de protéines
et lipides dans la gonade coincide avec une diminution des ces mémes constituants dans les
autre tissus. En revanche, chez les individus de La Tremblade, le contenu de protéines
augmente en paralléle dans la chair et les lipides restent sans variation pendant la période
des conditionnements. Ces résultats suggérent des voies différentes d’utilisation des
réserves entre les deux lots testés : les huitres de la baie des Veys ayant un stock plus
important de réserves mobilisent les protéines et les lipides des tissus de réserve vers la
gonade avec la stimulation de la température, les animaux de La Tremblade ayant un stock
faible de réserves, mobilisent aussi ces constituants vers la gonade mais en méme temps
accumulent des protéines dans les tissus de réserve. Cette réponse semble refléter une
adaptation aux conditions pauvres de nourriture que les huitres supportent normalement
dans leur site d’origine. Ce qui signifie que les animaux couvrent leurs besoins énergétiques
pour la gamétogenése et en méme temps accumulent des réserves qui seront utilisées pour
assurer le développement des gamétes en conditions défavorables.

Par ailleurs, les huitres qui ont été alimentées pendant le conditionnement sont celles qui
ont produit la plus grande quantité d’ovocytes lors des expériences de scarification et cela
pour les deux lots. Des résultats similaires concernant la production d’ceufs ont été trouvés
par Robinson (1992) chez C. gigas conditionnée avec et sans nourriture ; les huitres
maintenues en conditions de jelne produisent substantiellement moins d’ceufs que celles
conditionnées avec nourriture. Ces observations nous indiquent que la quantité d’ovocytes
produits sous nos conditions expérimentales semble dépendre du supplément de nourriture
fourni pendant le conditionnement puisque les huitres alimentées pendant la phase a 10 °C,
mais conditionnées sans nourriture, ont produit significativement moins d’ovocytes que les
individus conditionnés avec nourriture, mais maintenus sans aliment durant la période a
froid. Ces considérations sont aussi valables pour les huitres de la baie des Veys ou la

reprise de la gamétogenése est détectée a partir de la seconde moitié de la phase a 10 °C

- 143 -



dans les deux conditions (avec et sans nourriture). D’autre part, nous avons remarque que la
production d’ovocytes est significativement inférieure dans les huitres nourries des deux lots
conditionnées en février — mars (BVN et TN), par rapport a celle des animaux conditionnés
avec de la nourriture dans les conditions 1 et 3 (BVYNN, BVSN et TNN, TSN respectivement).
Si on considére que les huitres dans les conditions 1 et 3 ont été maintenues 60 jours a la
méme température que celle du début de I'expérience, la différence en termes de production
d’'ovocytes pourrait indiquer que pendant la phase froide les animaux continuent leurs
multiplications ovogoniales avec ou sans linfluence de la nourriture. Il serait intéressant
d’étudier les changements au niveau cellulaire et d’essayer de quantifier les multiplications
des ovogonies sous ces mémes conditions experimentales.

Le Pennec et al. (1990) montrent que I'indice lipidique des ovocytes est corrélé de fagon
trés significative avec les paramétres de I'élevage larvaire a 2 jours. Ces mémes auteurs
soulignent que les taux d’éclosion et les taux d’anomalies des prodissoconques | sont tres
fortement liés a l'indice de lipides moyen : plus les ovocytes sont riches en lipides, plus cette
ponte fournira un élevage larvaire de bonne qualité a 2 jours. Nous avons observé que les
lipides s’accumulent dans la gonade des huitres conditionnées avec nourriture et que ces
animaux produisent une quantité plus élevée d’ovocytes que les individus non nourris,
cependant les taux d’éclosion de ces deux groupes d’huitres sont tout a fait similaires.
Muranaka et Lannan (1984) observent une fécondité plus élevée des huitres conditionnées
avec nourriture que pour celles conditionnées sans aliment. Néanmoins, les résultats de
notre étude ne montrent pas de différences importantes concernant les taux d’éclosion entre
les lots nourris et non nourris. Au contraire, le taux le plus bas correspond a celui des huitres
dans la condition avec nourriture pendant la phase a 10 °C et alimentées durant le
conditionnement. Ces résultats nous suggérent que les réserves lipidiques des huitres
maintenues a jeun se maintiennent malgré I'absence d’'un apport supplémentaire de
nourriture artificielle et que dans ces animaux, méme s'il existe peu d’ovocytes, ces gamétes
seront a l'origine d’'un élevage larvaire de bonne qualité a 2 jours. En conséquence, la qualité

des ovocytes semble liée non seulement a la qualité de la nourriture fournie durant les
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expérimentations, mais également a celle des réserves accumulées durant leur séjour dans

la nature.

Conclusion

Nous avons observé des différences significatives entre les huitres de la baie des Veys et
de La Tremblade concernant leurs réponses aux conditions expérimentales. Les animaux de
la baie des Veys initient leur gamétogenése a 10 °C et en conditions d’absence de
nourriture, les huitres nourries, arrivent a produire des ovocytes matures a la fin de la
période a froid. En revanche, les animaux en provenance de La Tremblade, dans la
condition sans nourriture et a 10 °C, ne commencent leur gamétogenése qu’une fois que la
température augmente, néanmoins, les huitres nourries initient leur croissance gamétique au
cours de la phase a froid. On considére que ces différences sont dues a la présence d’un
stock plus importante de réserves dans les huitres de la baie des Veys. Cependant, il
semble que s’il existe une quantité suffisante de nourriture pour fabriquer un stock de
réserves, les huitres sont capables d’initier leur développement ovocytaire sans avoir besoin
d’'une montée en température, et la reprise de l'activité génitale coincide avec les plus
basses températures hivernales. Ainsi, la reprise de la gamétogenése de C. gigas semble
répondre a deux facteurs environnementaux; la disponibilité de nourriture et une
température minimale spécifique pour chaque lot qui peut varier selon a la situation
géographique.

Au niveau des constituants biochimiques, le départ de la gamétogenése est accompagné
de variations de ces composants dans la gonade et les autres tissus. Les huitres de la baie
des Veys ayant un stock plus important de réserves utilisent les glucides comme support de
la gamétogenése tandis que les animaux de La Tremblade, a part les glucides, utilisent leurs

protéines comme source principale de support pour le développement des ovocytes. On
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considére que les animaux de La Tremblade n’arrivent pas a former un stock important de
réserves pendant 'automne et I'hiver et que leur gamétogenése dépend en grand partie des
nutriments apportés par les blooms printaniers.

Nous constatons que les huitres nourries pendant la période a 10 °C, mais conditionnées
sans nourriture, produisent significativement moins d’ovocytes que les animaux maintenus a
jeun pendant la phase froide, mais conditionnés avec nourriture. |l semble donc que la
quantité d’ovocytes produits en conditions artificielles dépende de la nourriture offerte
pendant leur conditionnement. Cependant, la qualit¢ des ovocytes semble liée
principalement a la quantité et la qualité des réserves accumulées dans la nature. Enfin, en
ce qui concerne les observations de I'évolution de la gamétogenése pendant la phase froide,
il serait intéressant de refaire des expériences similaires a celles réalisées pour cette étude
de maniére a examiner et déterminer l'intensité des multiplications des ovogonies pendant

cette période.
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Conclusion générale

Les résultats de cette étude nous permettent de fournir des réponse a plusieurs
interrogations concernant différents aspects de la reproduction de C. gigas exposé aux
conditionnements expérimentaux et, également, de contribuer a mieux connaitre la biologie
de cette espéce.

Un des aspects qui présentait le plus d’intérét pour les professionnels des écloseries était
de savoir s’il était possible de produire des ovocytes et des larves viables pendant la période
de « repos sexuel » de C. gigas. Nous avons pu démontrer que I'horloge interne qui régule la
gamétogenese chez cette espéce peut étre modifiée par l'influence de facteurs du milieu, en
particulier par la température. De cette facon, la production d’ovocytes et de larves viables
est possible pendant la période de ralentissement du cycle sexuel si les huitres sont
exposées a une accélération de la variation de la température de maniére a créer les
conditions hivernales en octobre et de retrouver des conditions estivales en décembre. Nous
avons remarqué que la reprise de la gamétogenése se produit lorsque la température se
trouve encore dans une phase décroissante, approximativement a 12 °C. Nous avons
également trouvé qu’apparamment, la photopériode n’exerce pas un rbéle majeur sur la
reprise de l'activité gamétique chez C. gigas. Néanmoins, des études complémentaires
doivent étre entreprises pour déterminer linfluence réelle de ce parameétre sur la
gamétogenése de cette espéce.

Nous avons étudié différentes lots d’huitres situées sur la cote atlantique francaise, de la
baie des Veys en Normandie jusqu’au bassin d’Arcachon en Aquitaine. Nous avons observé
que ces bivalves présentent une adaptation ftrés significative aux conditions
environnementales particulieres a chaque site de culture, et que cette adaptation n’est pas
d’origine génétique puisque les huitres utilisées dans nos recherches ont toutes été captées
dans la méme localité (bassin d’Arcachon), pré-élevées dans le golfe de Morbihan et puis

transférées dans les divers sites d’exploitation (les animaux que nous avons étudié avaient
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séjourné entre 7 et 18 mois sur chaque site). Cette adaptation se traduit également par une
réponse différente des lots de chaque région aux expériences de conditionnements en
laboratoire. Nous avons remarqué que les animaux du nord de la France, en particulier ceux
de la baie des Veys et de I'’Aber Benoit, possédent un stock plus important de réserves par
comparaison avec les autres lots étudiés, et que sont ces mémes huitres qui ont eu les
meilleurs rendements en laboratoire. Il semble que la formation de ce stock de réserves soit
due a une disponibilité plus grande de nourriture dans les sites ostréicoles. Cependant, nous
considérons qu’il existe une possibilité de recyclage de métabolites dans la gonade de ces
huftres, et que ce phénomeéne a une influence majeure sur la formation des réserves.

D’autre part, nous avons pu mettre en évidence le réle des réserves sur le départ de la
gameétogenése, la production d’ovocytes et de larves d’huitres mises en conditionnement.
Les huitres en provenance de la baie des Veys et de I'Aber Benoit, ayant un stock important
de réserves, initient leur gamétogenése avant les animaux des localités situées plus au sud
de la France. Elles présentent les meilleures performances en laboratoire : une proportion
plus élevée d’ovocytes matures a la fin des conditionnements et une production plus
importante d’ovocytes aprés la scarification de la gonade. De plus, les huitres de ces deux
lots maintenues sans nourriture pendant les expériences, présentent une évolution de la
gamétogenese identique a celle des animaux nourris sous nos conditions expérimentales.
Les variations les plus importantes entre les huitres maintenues a jeun et celles nourries,
concernent la production dovocytes, aprés scarification de la gonade, qui est
significativement plus élevée chez les huitres alimentées. I semble que la quantité
d’'ovocytes produits en conditions artificielles dépende directement de la nourriture offerte
pendant le conditionnement. Cependant, pour I'élevage larvaire, il n’existe pas de différences
significatives des taux de rendement larvaire (larves « D ») entre les lots d’huitres nourries et
non nourries. Il semble que si les animaux du nord sont exposés a des conditions de jeline
complet en laboratoire, leur stock de réserves leur permet d’assurer un élevage larvaire de
bonne qualité a 2 jours dans la période décembre - juin. Donc, la qualité des ovocytes

semble liée a la quantité et la qualité des réserves accumulées par les huitres durant leur
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séjour en mer. En observant les résultats précédents, on pourrait penser que les huitres
régulent la quantité d’'ovocytes en réduisant leur nombre si la nourriture est insuffisante.

En ce qui concerne I'étude biochimique, les résultats montrent que les huitres de la baie
des Veys utilisent les glucides comme support de la gamétogenése dans les mémes
proportions que celles mentionnées par Heude-Berthelin (2000) et Li et al. (2000), tandis que
les animaux de La Tremblade mise a part les glucides, utilisent leurs protéines comme
source principale pour le développement des ovocytes. On considére, en prenant en compte
'exemple des huitres de La Tremblade, que les animaux du sud (Bouin, La Tremblade et
Arcachon) n’arrivent pas a former un stock suffisant de réserves pendant 'automne et 'hiver
pour assurer le développement des gamétes pendant le printemps, et que leur succes de
reproduction dépend des nutriments apportés par les blooms printaniers.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Lubet (1976) en ce qui concerne le fait que le
départ de la gamétogenése coincide avec les plus basses températures hivernales pour les
huitres de la baie des Veys. Ces animaux initient leur gamétogenése a 10 °C dans
conditions expérimentales avec ou sans nourriture. On considére que l'abondance de
réserves permet d’avancer la vitellogenése méme a une basse température, mécanisme
adaptatif permettant de coloniser les zones plus au nord. Nous avons observé que les
huitres de La Tremblade, avec un faible stock de réserves, initient leur gamétogenése a
10 °C seulement si elles sont alimentées pendant cette période, par contre les huitres non
nourries de ce lot initient le développement gamétique, méme sans un apport de nourriture,
une fois que la température commence a monter. Ces observations confirment I'effet du
stock de réserves sur la reprise de la gamétogenése. Celle-ci semble répondre a deux
facteurs ; la disponibilité de nourriture et une température minimale spécifique pour chaque
lot d’huitres qui peut varier selon la situation géographique.

Les observations précédentes indiquent que C. gigas en France présente un cycle de
reproduction flexible qui s’adapte aux différentes conditions environnementales rencontrées
dans chaque site d’élevage, et que sont ces conditions qui régulent les entrées et les durées

des gamétogenéses. C’est pour cette raison que les huitres des diverses régions ostréicoles
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de France présentent des réponses différentes aux expériences de conditionnement en
laboratoire, et cela peut avoir des implications importantes sur la production de juvéniles en
écloseries.

Enfin les huitres de I'’Aber Benoit ont retenu toute notre attention. Elles sont situées a la
limite nord de l'aire de reproduction de I'espéce, ne se reproduisent pas naturellement et les
gameétes sont réabsorbés dans la gonade au cours de l'automne et de rlhiver. Cette
caractéristique peut avoir des avantages pour I'aquaculture puisque I'obtention de gameétes
et larves viables est possible au laboratoire pendant la période de repos sexuel (Chavez-
Villalba et al., 2001, et annexe). Et ceci peut donc prolonger la période de production de
naissains dans les écloseries. Les chercheurs de 'lFREMER, conscients de cette possibilité,

visent cette zone de production comme un site atelier pour leurs opérations d’aquaculture.
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