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L’UNITE D’ECOPHYSIOLOGIE ET DE MOLYSMOLOGIE LARVAIRE
DES BIVALVES D’INTERET COMMERCIAL
DU LABORATOIRE LS. T.P.M. D’ARCACHON

par René ROBERT, Edouard HIS et Daniéle MAURER *

Résumé

L’écloserie expérimentale d'Arcachon et les techniques qui y sont employées sont décrites :
prise et traitement de l'eau de mer, culture du phytoplancton, conditionnement des géniteurs,
déclenchement des émissions et élevages larvaires. Cette unité expérimentale a été mise en place
pour rechercher les causes des échecs répétés de la reproduction naturelle dans le bassin d'Arcachon.
Elle a permis de tester la qualité des géniteurs de la baie, ainsi que la qualité de l'eau prélevée
en différents points et & différentes dates. De méme la toxicité de divers micropolluants suscep-
tibles de contaminer le milieu a été étudiée. Les observations portent, au cours des élevages
larvaires, sur: les pourcentages d'ceufs fécondés et de larves D formées, les taux de mortalité
et de larves anormales, la taille des larves avec établissement des courbes de croissance. Les
perspectives qu'offre une unité de reproduction en milieu contrélé de ce type, au niveau de la
recherche appliquée, sont importantes,

Abstract

An experimental hatchery for bivalves and the different techniques used in Arcachon are
described : sea water treatment, phytoplancton culture, conditionning of oysters for spawning and
larval culture. This experimental unit has been organised to study the reasons why natural
reproduction is disturbed in the bay. The quality of the oysters and the sea water was analysed
in order to ascertain their capacity to acquire normal oyster development. Also, the influence of
different micropolluants which may disturb the environment were studied. Observations during
larval stage at various concentrations of chemicals include : percentages of fertilized eggs; percen-
tages of D larvae formed; percentages of normal and surviving larvae, larval growth, esta-
blishing growth curves at different concentrations of each product. The possibilities of intro-
ducing applied biology of these hatchery techniques of bivalve larvae are considered to be very
great.

* LS TPM. 63, boulevard Deganne, 33130 Arcachon.
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Intreduction.

La base de toute aquaculture moderne est l'obtention de juvéniles qui seront mis en élevage.
En ce qui concerne l'ostréiculture proprement dite, le probléme a été résolu au siecle dernier par
la mise au point du chaulage des tuiles par MICHELET ; cette invention, qui s'étendit progressi-
vement aux différents centres ostréicoles francais, donnait a l'ostréiculture un essort particulier.
Lucas (1970) considére que la conchyliculture expérimentale, élevage de mollusques établi sur
des bases scientifiques et dépourvu de préoccupations commerciales, « a retrouvé un role capital
comme & l'époque de MICHELET avec la réalisation du cycle complet de développement chez de
nombreuses espéces » (écloseries). Ainsi LoosaNorr et Davis aux Etats-Unis, Imar au Japon et
ultérieurement WALNE en Grande-Bretagne mettaient au point les techniques de captage tant
pour les huitres creuses que pour les plates, techniques qui furent rapidement reprises sur le
plan industriel par les écloseries de type industriel et étendues a de nombreux mollusques d’intérét
commercial,

Les premiéres tentatives fructueuses de reproduction de I'huitre en milieu controlé datent
du début du xx° siécle; elles étaient motivées par le déclin progressif de l'industrie conchylicole
aux LEtats-Unis, par la réduction progressive du captage naturel et la mauvaise qualité du
naissain {Loosanorr, 1969). Outre les applications pratiques dans la production de juvéniles de
fagon réguliére, cet auteur et son équipe dégagent trés rapidement l'intérét de ces techniques sur
le plan de la biclogie expérimentale :

détermination des limites de tolérance des larves aux différents facteurs de milieu ;

études de l'action de différents micropolluants sur les véligéres (Molysmologie) ;

études génétiques et possibilités de sélection de variétés intéressantes sur le plan commercial
(rapidité de croissance, qualité de mollusque, résistance aux maladies) ;

recherches a caractére systématique basées sur les études de morphologie larvaire.

Comparativement, 1'école francaise est d'un développement récent. [l s'agit essentiellement
des travaux de Lucas a Brest (1966}, de LuseT a Caen et de leurs collaborateurs et de LE BorGNE
a Barfleur (écloserie de type industriel), de FrasscH au Centre océanologique de Bretagne.

L'unité de reproduction artificielle que nous décrivons ici a été mise en place a la suite
des échecs répétés de la reproduction naturelle dans le bassin d'Arcachon. Elle a pour but
de tenter d'en expliquer les raisons; par ailleurs les techniques mises au point sont mises a
profit pour rechercher les limites de tolérance des véligéres de mollusques d’intérét commercial
vis-a-vis d'éventuels micropolluants.

I - Description de ’unité de reproduction des lamellibranches en milieu contrélé.

DriNNAN ef al. (1967), Lucas (1976), LE BoreNE (1977) présentent les différentes installa-
tions d'une écloserie de mollusques (fig. 1); qu'il s'agisse d'une unité de type industriel ou
expérimental, l'organisation générale est la méme, avec cependant des adaptations au but
recherché, Notre unité de reproduction s'inspire des installations de Lucas ef al. (1976) ; comme
ces derniers nous ne disposons pas en effet de l'eau de mer courante.

1. Prise de Peau de mer et traitements.

Le choix du site d'une écloserie est fondamental; Lucas (1975) rappelle les principaux
critéres de ce choix: L'eau de mer doit étre de bonne qualité de fagon constante toute
l'année ; LoosANOFF (1969) précise que des essais préliminaires, a faible échelle, doivent étre
tentés avant toute installation définitive. 11 ne doit exister aucune menace de pollutions indus-
trielles, agricoles ou domestiques. L'écloserie doit se trouver a l'écart des zones de cultures
conchylicoles de facon a éviter toute contamination en cas d'épizootie. Lucas souligne toutefois
que ces différentes prescriptions sont rarement respectées.

Nos installations ne disposent pas de l'eau de mer courante; pour tester la qualité de
l'eau du bassin d’'Arcachon, il nous est nécessaire de prélever l'eau en différents points et a
différentes heures de la marée. L'eau est prélevée par bateau, a l'aide de bonbonnes plastiques
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de 20 |, puis stockée dans des cuves de volume variant de 600 a 1000 | Ces cuves en matiére
plastique ont été préalablement « amarinées» par ringages successifs a l'eau de mer pendant
plusieurs mois (Pouvreau, 1977). Par ailleurs, de l'eau de mer prise & 5 milles au large du cap
Ferret (donc dépourvue de toute trace d’'éventuels micropolluants) est utilisée pour les tests de
molysmologie. En écloserie de type commercial, l'eau subit différentes [iltrations grossiéres
(filtrations sur sable) avant d'étre entrainée par pompage a travers des cartouches de type
industriel (porosité de 1 pm au maximum), puis stérilisé aux ultra-violets.

prise d eaude
POMPAGE FILTRATION
mer
fixations et
élevage du eau demer courante
naissain
ECHANGEUR
DETEMPERATU-
PE 19°C
CONDITIONNE- eaudemer courante
MENT
ECHANGEUR
DETEMPERATU-
_ RE ) 20°C
PONTES —
1
culture des élevages steritisation FILTRATION
algues larvaires aux UV
Fic. |. — Schéma de linstallation générale d'une écloserie.

Dans notre écloserie (fig. 2) l'eau de mer, stockée dans la salle d’algues 24 heures a l'avance,
de facon a obtenir l'équilibre thermique avec les élevages, est entrainée par une pompe auto-
amorcante a travers des filtres de type industriel (porosite 5, puis 0.2 pm) ; elle est utilisée
telle quelle pour les cultures d'algues destinées & la nutrition des géniteurs. En ce qui concerne
les pontes, les élevages larvaires et la culture du phytoplancton pour les Jarves, l'eau est de
plus filtrée sur membranes Sartorius de porosité 0,2 um; l'efficacité de la filtration est veérifice
au compteur de particules. Qu'il s'agisse d'élevages expérimentaux ou de production de masse,
les matériaux métalliques autre que l'acier inoxydable doivent étre proscrits des installations
(toxicite des différents métaux lourds, plomb, cuivre en particulier).

Comme Lucas et al. (1976), nous ne stérilisons pas l'eau de mer aux rayons ultra-violets.
Quant aux géniteurs mis en conditionnement, ils ne regoivent qu'une eau de mer grossierement
filtrée, enrichie ou non en cultures d'algues.

2. La culture du phytoplancton.

Ditférentes souches d'algues monocellulaires sont cultivées pour alimenter les géniteurs en
conditionnement et pour nourrir les larves. Dans les deux cas il s'agit de cultures monospécitiques
réalisées en eau de mer filtrée, enrichie en sels minéraux et vitaminée. Dans les écloseries elles
sont effectuées en eau de mer en bacs de grand volume (plusieurs centaines de litres) pour les
géniteurs et en volume plus restreint pour les larves.

Production de nourriture pour les géniteurs.

Nous la réalisons dans des boudins et des cubiteners en matiére plastique de 30 a 60 I,
en eau de mer filtrée, puis enrichie en sels nutritifs et en vitamines; les cultures sont brassées
par bullage d'air a l'aide de compresseurs utilisés en aquariologie, et éclairées artificiellement.
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Deux souches sont cultivées en routine, a cause de leur croissance rapide et de leur qualité
nutritive (volume cellulaire important) : l'algue verte monocellulaire Tetraselmis suecica et la
diatomée centrique en chaine Skeletonoma costatum.

Production de nourriture pour les larves.

Elle a lieu dans une pi¢ce dont la température est maintenue a 20 % 1° C par un climatiseur
thermostaté (fig. 3). Travaillant principalement sur les véligéres de C. gigas. nous cultivons les
algues unicellulaires préconisées par Herm et MirLican (1977) : [sochrysis galbana, Chaetoceros
calcitrans et Tetraselmis (Platymonas) suecica: la production en «bloom » est effectuée en
ballon de 6 | contenant 4 | de milieu de Conway. Les cultures sont réalisées en eau de mer
filtrée & 0,2 pm, enrichie en sels nutritifs, autoclavée a 120° C pendant 20 minutes, puis vita-
minée aprés refroidissement. Elles sont maintenues en permanence sous éclairage constant; une
insufflation d'air stérile (filtre sur cartouche de porosité 0,2 um) permet le brassage des cultures
dans les ballons: la croissance algale est stimulée.

2. — Le fraitement de l'eau de mer dans ['écloserie expérimentale
d’Accachon. (1) l'eau de mer est amenée a température ambiante par
stockage en bonbonnes de 20 [, clle est enfrainée par une pompe en
acier inoxydable (2] vers des carfouches filtcantes de type industricl (3),
elle est utilisée directement (4) pour les cultures d'algues destinées aux
géniteurs, l'eau subit une filtration plus poussée sur dispositif Sartorius (5)
& membrane de porosité 0.2 um, elle est destinée aux pontes, aux élevages
larvaires et 4 la préparation des milieux de culture pour la nutrifion des
larves (6); un climatiseur (7) permet de stabiliser la température de la piéce.

3. ~— Vue générale de la salle d'algues. (1) climatiseur thermostaté : (2) compresseur daération, qui pulse de [air aprés filtration
sur cartouche de porosité 0,2 pm, dans les caltures en ballon ; (3 a 5) les erlenmeyers de 200 cc et de 2 [ et les ballons de 6 | :
(6) stockage de nourriture destinée aux géniteurs ; (7) «régénération» des souches & plus basse température, ef sous faible
éclairage.

L'entretien des souches est réalisé en erlenmeyers de 500 ml contenant 200 ml de milieu
de ErpscHREIBER (l'extrait de terre remplace les vitamines) ; I'inoculum de départ est de 20 ml
(fig. 4). Au bout d'une semaine nous ensemencons avec les précédents, des erlenmeyers de 2 |
contenant 1 | de milieu de Conway (WALNE, 1970). Puis de la méme facon ces derniers servent
d'inoculum pour les ballons de six litres. En général les cultures sont utilisables pour les larves
au bout de dix & douze jours (fig. 5).

Enfin les souches sont «régénérées» dans des erlenmeyers de 500 m! contenant 200 ml
de ERDSCHREIBER, maintenus a basse températu:e (15° C) sous faible éclairage. Ceci permet de
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conserver des souches bien vigoureuses qui servent tous les mois a relancer les cultures. La
densité cellulaire est mesurée a l'aide d'une cellule hématimétrique de Malassez (T. suecica et
S. costatum) ou d'un compteur de particules, utilisé pour les numeérations sanguines (I. galbana
et C. calcitrans). Précisons enfin que toute la verrerie est soigneusement lavée et rincée, puis
stérilisée au four Pasteur avant usage; la qualité de la nourriture, en particulier la « propreté
des cultures », conditionne la réussite des élevages; si celles-ci sont contaminées par des bactéries
pathogénes les élevages sont trés rapidement décimés.

3. Le conditionnement des géniteurs.

Cherchant a débarrasser les huitres américaines d'organismes encrofitants en les maintenant
en eau de mer courante a température élevée, LoOSANOFF (1945) obtient une maturation sexuelle
en dehors de la saison de reproduction: c'est le conditionnement. Par ailleurs, il constate que
le maintien de sujets mirs en eau de mer refroidie permet de différer les pontes; il est possible
d’obtenir des gamétes mirs toute I'année. Cette technique a été étendue & de nombreux mollusques
d’intérét commercial.

Le conditionnement est obtenu avant la saison normale de reproduction, en prélevant dans
le milieu naturel les géniteurs qui sont placés en eau de mer courante, dont la température est
progressivement amenée & 20° C. Si l'eau de mer utilisée est trop pauvre en éléments nutritifs,
on réalise un apport complémentaire de nourriture a ['aide de cultures de phytoplancton. La
durée du conditionnement, qui est généralement d'un mois, peut étre raccourcie chez les huitres
par ¢élévation de la température au-dessus de 20° C; ainsi des gameétes mirs ont pu étre obtenus
en sept jours & 25° C chez Crassostrea virginica (LOoSANOFE et Davis, 1950).

Pour ce qui nous concerne, le conditionnement est réalisé selon la technique de GErarD (1978)
en circuits fermés (fig. 6). Nous choisissons des huitres de poids moyen (50 a 60 g) parmi un
lot d’'individus dont l'index de condition est supérieur a 80 (richesse en réserves glycogénées,
favorisant la production de gamétes abondants et de bonne qualité). Quinze sujets sont placés
par bacs contenant 30 | d'eau de mer. Celle-ci est filtrée par gravité sur un filtre biclogique
{couches superposées de gravier, sable grossier, sable fin, mousse plastique) et ramenée a la
partie supérieure du filtre par bullage (air-filt) ou elle est pompée vers les bacs de condition-
nement ; des tuyaux de trop plein raménent l'excés d'eau des bacs vers le filtre. L'eau des bacs
est aérée en permanence (enrichissement en oxygéne dissous et maintien en suspension de la
nourriture lors des apports journaliers). Elle est amenée progressivement de la température
ambiante du bassin d’Arcachon a 20 = 1° C a l'aide de résistances chauffantes thermostatées. De
deux a trois bacs de conditionnement de 30 litres sont reliés a un filtre biologique. Les pontes
différées en fin de saison de reproduction sont obtenues en maintenant des sujets mirs a la
température de 15 + 1° C a l'aide d'un groupe refroidisseur interposé entre la pompe et les bacs,
les résistances chauffantes étant supprimées.

Chaque lot de géniteurs regoit quotidiennement de 5 a 10 litres de cultures monospécifiques
de T. suecica a la concentration moyenne de 1.108 cellules par millilitre ou de S. costatum a la
concentration moyenne de 2,7.108 cellules/ml. Par ailleurs les excés de production d’algues destinées
aux élevages larvaires sont déversés dans les bacs de conditionnement. Nous avons pu ainsi maturer
C. gigas de mars a octobre inclus. Avant chaque expérience d'élevage larvaire, le degré de
maturité du lot est estimé par stimulation thermique chez deux a trois sujets. En cas de réponse
positive, les expériences sont commencées dans les jours qui suivent.

4. Déclenchement des émissions et fécondations.
Déclenchement des émissions.

Pour augmenter les chances de réussite des élevages larvaires, il vaut mieux utiliser des
gamétes émis par les géniteurs, les prélévements par scarification de sujets sacrifiés, bien que
moins fastidieux, pouvant donner lieu a l'utilisation de produits sexuels imparfaitement murs ;
il n'existe en effet a I'heure actuelle aucun critére anatomique ou histologique permettant d'évaluer
la pleine maturité des gametes.

Les géniteurs prélevés dans les bacs de conditionnement sont soigneusement lavés et débar-
rassés de tous les épibiontes. Ils sont placés dans des bacs en matiére plastique fraichement




Fic. 4. — Le repiquage et la mise en
culfure d'une algue monospécifique des-
tinée & [l'alimentation des larves, 20 cc
d'inoculum sont préleves stérilement prés
de la flamme d'un bec bunsen dans un
erlenmeyer (1) confenant 200 cc de milicu
de Erdschreiber, qui avait éfé mis en
culture huit jours avant: ils scrvent a
ensemencer le nouvel erlenmeyer (2) qui
sera ufilisé la semaine suivante. Le reste
de (1) permet d'ensemencer stérilement
Ueelenmeyer (3), qui contient 1 [ de milieu
de Conway. Un erlenmeyer identique,
dont la culture est dgée de huit jours (1),
sert & ensemencer le ballon de six lifres
(5) qui sera utilisable au bout de 12 jours.

Fic. 5. — La culture des algues en ballon
(detail de 5. tig. 4). (1) Les cultures
sont maintenues sous éclairage permanent
par deux tubes fluorescents, dont la
lumiére est réfléchie par des feuilles
d'aluminium fixées sur les deux [aces
des étagéres, (2) la température de la
salle est fréquemment vérifiée: (3) de
lair filfré & 0.2 um est pulsé dans les
cultures ; a travers du coton cardé stérile,
il assure un brassag: constant; (%) un
tube de caouftchouc, fermé par du coton
stérile, permet de f[iver stérilement un
tube a prélevement ; (3) et (6) sont les
tubes de verre fermés par du coton cardé
stérile qui permettent ['évacuation dc
lair pulsé dans les cultures.

Fic. 6. — Le conditionnement des géni-
teurs, Quinze géniteurs sont immergés
dans des bacs de 30 [ (1) dont la tempé-
rature est maintenue a 20 = 1°C; une
pompe (2) puise l'eau de mer du filtre
biologique (3) ef l'envoie dans les bacs
(1) ; chaque unité comprend un filtre of
de deux a frois bacs de conditionnement ;
le ftrop-plein des bacs est renvoyé (4)
par gravité dans le filtre biologique.
L'cau de mer qui a travessé le filtre est
remontée a la surface par bullage dans
un tube vertical (air-liff) ; de méme ['cau
des bacs est aérée en permanence (5) par
arcivée de ['air comprimé. Les pontes
peuvent éfre différées chez les sujcts
murs, en supprimant les résistances chauf-
fantes ef en infercalant entre [iltre ef
pompz un groupe réfrigérant (6) qui
permet le maintien de la température des
bacs a 15°C; (7) chronorupteur qui
arréfe le fonctionnement de la pompe,
lorsque la nourriture est apportée dans
les bacs par une pompe péristaltique.
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ébouillantés, contenant quinze litres d'eau de mer, filtrée sur membrane de porosité 0,2 pm.
portée a la température de 28" C par une résistance chauffante thermostatée. Au bout d'une
demi-heure, ils sont transférés dans un bac identique, mais & la température de 15 C (30 mn).
Les chocs thermiques créés par ces passages successifs déclenchent fréquemment les émissions,
dés le second passage a 28" C.

Précisons que les différents transferts 4 une demi-heure d'intervalle sont précédés du renou-
vellement de l'eau filtrée. afin d'éliminer féces et débris de coquille. Les males fraient généra-
lement les premiers: ce qui stimule la ponte (présence de substances excitatrices émises avec
les gamétes). Les émissions peuvent aussi étre déclenchées par l'addition d'une suspension de
produits génitaux de sujets qui ont eété sacrifiés (stimulation chimique, qui renforce l'action des
chocs thermiques). En ce gui concerne la moule l'amplitude thermique est similaire (passages
de 11 a 25°C) (Lucas et al., 1976).

Quand les lamellibranches commencent a émettre leurs produits, ils sont isolés dans des
béchers stériles contenant de l'eau de mer fraichement filtrée & 0,2 pm ; quand le frai se poursuit
avec intensité. ils sont de nouveau transférés dans un bécher dont seuls les produits sont utilisés
pour les expériences. En effet, lors des tests de molysmologie, les études portent entre autres
sur les taux de fécondation, en présence de divers micropolluants; il est donc nécessaire d'éliminer
tous les ovocytes qui auraient pu étre fécondés dans les bacs de stimulation.

Traitement des gametes. Fécondations.

Les ovocytes en fin d'émission sont passés a travers un tamis en acier inoxydable de porosité
100 pm qui retient les débris de coquille et les saletés (pseudoféces et féces) puis récupérés sur
un tamis de 32 pm; ils sont soigneusement lavés a l'eau de mer stérile et déversés dans une
éprouvette stérile graduée contenant un litre d'eau de mer filtrée (fig. 7). La colonne d'eau est
homogénéisée et l'on préléve quatre fois 0.1 cc a la pipette d'Ependhorf pour comptage au
microscope.

Fic. 7. — Le comptage des ceufs avant les fécondations Fic. 8. — Les élevages sonf menés soit en récipients en matiére plastique
ot la rise en élevage. Les ceufs sonf tamisés & amarinée (1), soit en bocaux de 2 | (3), stérilisés avant usage. ils
travers le tamis (1) de porosité 100 pm (élimi- sonf effecfués & la température de 24 = [° C chez C. gigas dans une
nation des débris) eof retenus sur le tamis (2) de étuve de bactériologie (a droite) ou dans un réfrigérateur transformé
porosité 32 um: ils sonf lavés & leau dv mer en étuve (a gauche), a laide d'un dispositif Incutrol (2). La tempé-
filtrée & 0,2 nm (3) puis déversés dans une éprou- rature est contrélée a [aide d'un thermographe enregistreur.

vette contenant un litre d'eau de mer filtrée a
0,2 um (4) pour prélévement a la pipette d Epen-
dhorf ef comptage au microscope.
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Les ovocytes sont ensuite répartis a raison de 30 000 par litre dans les récipients d'élevage ;
ils sont fécondés a l'aide d'une suspension dense de sperme fraichement émis (1,5 cc par litre
d'¢levage, prélevés a la pipette stérile). Les fécondations sont effectuées & température ambiante
(20° C), dans la demi-heure qui suit I'émission des produits.

5. Les élevages larvaires.

Au bout d'une heure ils sont placés en enceinte thermostatée (fig. 8) : soit une étuve de
bactériologie, soit un réfrigérateur muni d'un systéme incutrol qui permet de stabiliser la
température a la valeur choisie.

Les volumes utilisés.

Nous avons mené certains des élevages dans des récipients en matiére plastique « amarinée »
de 30 I et de 10 | (expériences de captage sur les géniteurs du bassin d'Arcachon). En ce qui
concerne les expériences de molysmologie, il est nécessaire de conduire simultanément jusqu’a
36 élevages (essais d'eau de mer de différentes provenances, prélevées a différentes dates
recherche de différents micropolluants a différentes concentrations). Nous avons utilisé de faibles
volumes : il s'agit de bocaux de verre alimentaire de deux litres munis d'un couvercle, stérilisés
au four Pasteur avant utilisation. Le développement complet de la vie larvaire chez les huitres
creuses ou plates et méme le captage ont pu étre obtenus a titre expérimental dans ces faibles
volumes (fig. 9).

Mise en élevage des larves.

Vingt-quatre heures aprés les fécondations, les jeunes véligéres de C. gigas sont formées,
il faut deux jours chez les moules. Les larves sont a nouveau tamisées. Les véligeres, récupérées
sur le tamis 32 yum, sont rincées a l'aide d'une pissette fraichement ébouillantée contenant de l'eau
de mer filtrée & 0,2 pum, puis replacées dans une éprouvette de 1 | d'eau de mer pour un nouveau
comptage et réparties a raison de 8000 par litre d'é¢levage.

Un prélevement a la pipette Pasteur stérile est effectué¢ avant répartition pour examen sur
lame creuse stérile au microscope ; nous observons le comportement larvaire, dénombrons les
mortalités et les larves anormales. Un cliché photographique permet ultérieurement les études de
croissance. Le changement d'eau des élevages a lieu ensuite tous les deux jours. Lorsque la
taille des larves augmente, la porosité des tamis est augmentée progressivement. Toutefois,
contrairement a a pratique utilisée en écloserie industrielle (élimination des véligéres poussant
mal), nous conservons la totalité de la population larvaire, afin d’établir les courbes de croissance :
de méme nous ne diminuons pas la densité des élevages. Nous n'utilisons pas non plus d'aération :
Vexpérience prouve que celle-ci n'est pas nécessaire en faibles volumes: elle peut méme avoir
une action néfaste (HELM et SPENCER, 1972).

L'alimentation des véligéres.

L'¢levage des larves de lamellibranches d'intérét commercial a fait des progrés trés rapides
lorsque le probleme de la nutrition des véligéres a été résolu. De nombreux travaux sont encore
consacrés a cette question. Une bonne alimentation, permettant une croissance rapide de véligéres
vigoureuses, conditionne le succés des élevages. Les souches d'algues monocellulaires utilisées
ont été choisies en fonction de critéres précis: il faut que les cellules soient suffisamment ténues
pour &tre ingérées par les véligéres (taille inférieure a 10 um); qu'elles possédent une valeur
alimentaire convenable et ne soient pas toxiques et qu'elles soient faciles a cultiver: la production
de nourriture constitue une des charges les plus importantes des écloseries.

Fic. 9. — (A) larves de C. gigas agées de 4 jours {hauteur moyenne : 95 um) ; (B) Jarves de M. galloprovincialis
dgées de 10 jours (190 pm); (C) larves d'Ostrea edulis 24 h apres leur mise en élevage (160 pm); (D) larves
«ceillées» d'O. edulis (300 um); (B) pédivéligere d'O. edulis (305 wm).
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Nos élevages sont conduits selon les données de Heim et MiLuican (1977). Des l'age de
24 heures, les véligéres sont alimentées. La nourriture est prélevée le plus stérilement possible
a l'aide d'un tube a préléevement fixe sur une sortie du bouchon des ballons de culture; aprés
chaque utilisation le tube est vidangé et lave a l'alcoo] absolu. Les algues sont ajoutées dans
chaque élevage a l'aide d'une pipette stérile, prés de la flamme d'un bec biinsen.

Jusqu'a la taille de 120 pm nous apportons quotidiennement 50 cellules d'/. galbana et
50 cellules de C. calcitrans par micro-litre d'¢levage. Au-dela de cette taille, le mélange de
33 cellules d'I. galbana, de 33 cellules de C. calcitrans et de 3.3 cellules de Tetraselmis suecica
par micro-litre d'élevage, lui est substitué. Ces valeurs tiennent compte des volumes cellulaires
respectifs des trois algues. Le volume global de nourriture apportée quotidiennement dépend
de la densité cellulaire des cultures; celle-ci doit donc étre mesurée quotidiennement. Nous n’uti-
lisons que des cultures en phase stationnaire (concentration cellulaire la plus élevée par rapport
au volume de l'apport).

Le captage.

Le but de nos expérimentations n'est pas d'atteindre le stade de fixation: nos observations
sur la croissance larvaire sont généralement arrétées le douziéme jour. Néanmoins, le captage a
été obtenu a différentes reprises chez C. gigas, O. edulis et M. galloprovincialis, que se soit en
bacs de 20 litres ou en bocaux de deux litres (fig. 9 E).

Les premiéres larves « ceillees» — c'est-a-dire présentant la tache oculaire indicatrice du
stade de fixation — apparaissent vers le seizitme jour, chez C. gigas: quand elles représentent
30 % de la population, nous placons au fond des récipients un collecteur en matiére plastique
noire, de surface finement rugueuse. Puis les élevages sont placés sous éclairage constant : les
peédiveligeres fuient la lumiére, ce qui favorise leur fixation sur le collecteur. Les disques plastigues
sont remplacés toutes les 24 heures. Nous avons pu fréquemment dénombrer de deux a trois cents
naissains sur les collecteurs de 85 mm de diamétre. Nous ne disposons pas des installations
nécessaires a la croissance du naissain (« nurserie ») ; celui-ci a été placé dans les bacs de condi-
tionnement ou sa croissance a été satisfaisante,

Il faut en effet signaler que les écloseries de type industriel doivent amener leur production
(naissain «un a un», fixé sur brisure de coquille) a une taille suffisante pour permettre le
passage dans le milieu naturel; le naissain est placé dans des bacs d'¢levage, en eau de mer
courante enrichie ou non par du phytoplancton cultivé : ce sont les « nourriceries » ou « nurseries ».

IT - Vocation de I’écloserie expérimentale d’Arcachon.

Le captage a été obtenu chez C. gigas, O. edulis et M. galloprovincialis. Toutefois les travaux
ont essentiellement porté sur les causes des mortalités larvaires de C. gigas dans le bassin d’Arcachon.
Les géniteurs sont tout a fait susceptibles de donner des larves viables, qui ont pu étre amenées
au captage ; il en est de méme des huitres d'Aytré (Charente-Maritime) ; par contre les C. gigas
des Hauts-de-Seudre ont donné de mauvais résultats, ce qui peut mettre en doute leur qualité
de reproducteurs. Nous avons pu montrer également que I'eau du bassin d’Arcachon, prélevée a
différentes périodes de l'année 1981, v compris en été, et a différents points, permettait elle aussi
une évolution larvaire normale. Par ailleurs des expériences de molysmologie ont été conduites ;
elles consistent & mettre en évidence la toxicité de différents micropolluants sur les larves de
C. gigas et de M. galloprovincialis.

1. Particularité des techniques mises au point.

Les observations portent sur les points suivants: les pourcentages d'ceufs fécondés, les taux
de mortalités et d’anomalies larvaires.

Les pourcentages d'ceufs fécondés.

Les fécondations sont réalisées en présence du produit testé: certains auteurs au contraire
ne font agir le micropolluant que deux heures aprés les fécondations. Or une simple exposition
des ovules de C. gigas dans une solution de 50 ng/l d'acétate de tributylétain (composant de
certaines peintures antisalissures) inhibe la segmentation de 95 % d’entre eux aprés fecondation



en eau de mer non traitée (s et al, 1980). Un micropolluant peut avoir une action directe
sur les gamétes. De méme le seuil de sensibilité des larves formées en présence d'un micro-
polluant est plus bas que celui des Jarves D formées en son absence.

Vingt-quatre heures aprés les fécondations, nous dénombrons les pourcentages d'ceufs [écondés,
d'ceufs segmentés et les pourcentages de larves D obtenues sur un échantillon de 200 par
élevage. Généralement en ce qui concerne les élevages témoins, nous obtenons 90 % et plus de
larves D normales. En dessous de la valeur de 80 % les expériences ne sont pas poursuivies.

Les taux de mortalités et d'anomalies larvaires.

De la méme facon & chaque changement d’eau, nous comptons, sur matériel vivant (200 indi-
vidus par élevage), les pourcentages de mortalités, Saul a de fortes concentrations, une mortalité,
lice a I'action d'un facteur chimique (micropolluant), est lente et progressive. A linverse, une
mortalité brutale (50 % en 24 heures puis totale) traduit l'action d’agents pathogénes: dans ce
cas le test de toxicité n'est pas significatif : l'expérience doit &tre arrétée.

Nous notons également les pourcentages de larves anormales, que ce soit: sur le plan du
comportement (nage en toupie, mobilité excessive méme quand les véligéres sont perturbées
mécaniquement) et de la prise en charge de nourriture (faible coloration du tractus digestif
comparativement aux témoins) ; ou sur le plan morphologique: larves D présentant une charniére
concave, échancrures a la commissure des valves, vélum boursouflé, présentant des « verrues»
fortement ciliées (LE PennEc et LE Roux, 1979). Dans certains cas (action du chlorure de cuivre,
par exemple), nous avons noté une nécrose progressive de la masse viscérale qui tend a s’'amasser
en boule et a se détacher méme de la coquille larvaire a l'intérieur de laguelle elle tourne sur
elle-méme.

hauteur moyenne en ym L'établissement des courbes de croissance.

Aux plus faibles concentrations, les sub-
stances toxiques peuvent ne pas avoir d'action
sur les taux de survie ou sur les pourcentages
d'anomalies larvaires ; par contre elles peuvent
retarder sensiblement croissance et évolution.
Dans le milieu naturel, la durée de la vie
pélagique est augmentée; il en résulte une
plus grande sensibilite aux conditions adverses
de milieu et une diminution des chances d'ob-
tenir un captage abondant. C'est la raison
pour laquelle nous avons considéré linfluence
des différents éléments testés sur la croissance
des larves et porté a douze jours la durée de
nos observations, soit plus de la moitié¢ de la
période écoulée entre pontes et fixations, chez
Crassostrea gigas.
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A chaque changement d'eau des élevages,
nous photographions sous le microscope cin-
quante larves par élevage. Les mensurations
thauteur de la dissoconque : plus grande dimen-
sion du sommet de l'umbo au bord ventral)
T . sont réalisées & 1,5 ym prés par mesure a la
loupe binoculaire téréoscopique sur clichés pho-
tographiques. Nous établissons les courbes de
croissance des différents élevages et recherchons
I'influence des produits testés sur la vitesse de
pousse des larves (fig. 10).
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Fic. 10. — Action du sulfate de cuivre sur la croissance
des larves de Crassostrea gigas, aux concentrations
de 0 (témoin), 10, 25, 50 et 100 vg/l (température

|ours 24" C, salinité 32 %.).
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2. Présentation de quelques résullats acquis.

Outre les données obtenues sur les causes de mortalités larvaires dans le bassin d’Arcachon
(défaut de développement des éléments utilisables par les jeunes véligéres pour leur alimentation),
nous avons pu démontrer dés 1980 (His et RoBERT) le danger que représentaient certaines peintures
antisalissures pour les zones conchylicoles a vocation de centre de captage et préciser que des
teneurs de l'eau de mer aussi faibles que 1 pg/l empéchaient la formation de larves D normales
(RoBERT et His, 1981). De méme nous avons montré que le chlorure de cuivre (CuCl,) perturbe
totalement le développement embryonnaire des Crassostrea gigas dés la concentration de 50 pg/I
et diminue sensiblement leur croissance dés la valeur de 10 pg/L

Enfin nous avons montré que le sulfate de cuivre, utilisé par les ostréiculteurs pour détruire
les organismes encroiitants sur les parcs ostréjcoles, est toxique pour les ceufs et les larves D de
Crassostrea gigas; son action se fait sentir sur l'embryogénése au-dessus de 25 ug/l et sur la
croissance des larves D, dés la valeur de 100 wg/l. Ainsi le traitement au sulfate de cuivre en
zone conchylicole constitue un danger pour la reproduction naturelle, particuliérement dans une
baie comme dans le bassin d'Arcachon dont les caractéristiques hydrauliques font que le renou-
vellement des masses d’eau et par suite I'élimination d'un éventuel micropolluant se font mal. Ces
considérations doivent amener les ostréiculteurs a rechercher d'autres solutions aux problémes
posés par les salissures (action par voie mécanique (His et RoserT, 1981 (1982)).

Nous avons constaté que l'action d’un micropolluant sur les larves d'huitres est progressive :
les différentes étapes suivantes peuvent étre dégagées. Tout d'abord les larves D agées de
vingt-quatre heures, formées en milieu non pollué, sont moins sensibles a I'action des substances
toxiques que les larves formées en milieu pollué. Les résultats obtenus avec celles-ci sont donc
moins significatifs.

A de faibles concentrations, l'action d'un micropolluant se traduit par un ralentissement de
la croissance. Sur le plan pratique, il y a augmentation de la durée de la vie pélagique des larves
et diminution des chances de captage. Par ailleurs de nombreux auteurs ont noté la fragilisation
des véligéres vis-a-vis des différents [acteurs de milieu (phénomeéne de synergie).

Des concentrations moyennes en élément toxique provoquent un déséquilibre des popu-
lations larvaires sur le plan de la répartition des tailles: on observe a la fois des véligeres
poussant normalement et des véligeres dont la croissance est freinée ou méme inhibée, sans qu'il
y ait pour autant mortalite. Ce déséquilibre va s'accentuant avec le temps.

De fortes concentrations de micropolluant provoquent dés les premiers jours un arrét total
de la croissance des véligéres, s'accompagnant de mortalités progressives. De plus, des anomalies
de comportement apparaissent ainsi que des anomalies morphologiques se manifestant au niveau
de la masse viscérale (vélum) et de la coquille.

A des concentrations de plus en plus fortes les pourcentages d'anomalies augmentent; les
véligéres incomplétement formées et les trochophores aberrantes deviennent de plus en plus
fréquentes. Les mortalités larvaires se manifestent dés les premiers jours. Enfin, des concentrations
extrémes entrainent le blocage de la formation des véligéres, le blocage de la segmentation et
méme celui de la fécondation des ovocytes.

Conclusion.

« L'usage des larves de bivalves marins comme organismes de référence en molysmologie
se justifie & la fois pour des raiscns méthodologiques et plus concrétement pour des raisons
d'intérét économique » (Lucas et LE Roux, 1979). Cette unité expérimentale, axée sur l'écophy-
siologie larvaire, a proximité d'une zone conchylicole & vocation de centre de captage, soumise
a des problémes au niveau de la reproduction, se justifie pleinement. Nos installations, quoique
de faible taille, nous ont permis d’aborder, de fagon concrete, les problémes & résoudre pour le
maintien de lostréiculture & Arcachon, centre traditionnel de captage et d'élevage des huitres.
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Les perspectives qu'elles nous offrent au niveau de la recherche appliquée sont importantes: que
ce soit pour déterminer les limites de nuisance de différentes substances auxquelles les zones
conchylicoles peuvent étre exposées; ou que ce soit pour étudier leurs actions de synergie avec
les facteurs de milien. Enfin la poursuite de nos recherches doit nous permettre l'étude des
différentes fonctions physiologiques des larves, sous des conditions expérimentales de milieu.

Manuscrit remis le 31 aoat 1982.
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