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Un mandarin partit un jour dans l'au-delà. Il arriva d'abord en enfer. Il vit beaucoup 
de personnes attablées devant des plats de riz mais toutes mouraient de faim car elles avaient 
des baguettes longues de deux mètres et ne pouvaient s'en servir pour se nourrir. Puis, il alla 
au ciel. Là aussi, il vit beaucoup de personnes attablées devant des plats de riz. Toutes étaient 
heureuses et en bonne santé. Elles avaient également des baguettes longues de deux mètres 
mais chacune s'en servait pour nourrir la personne qui était assise en face d'elle. 

« Les voyages du Mandarin », Conte chinois. 
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INTRODUCTION GENERALE  

I. CONTEXTE DE L’ETUDE ET PROBLEMATIQUE  

 

Les Mollusques Bivalves sont actuellement une ressource économique mondiale très 

importante. Avec près de 4,5 millions de tonnes produites par an, les huîtres représentent 

plus du tiers de la production mondiale de Mollusques (CNC, 2005).  

Originaire du Japon, Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), a été introduite en France 

dans les années soixante dix afin de reconstituer le parc ostréicole français décimé par 

plusieurs épizooties consécutives (Grizel et al., 1974 ; Comps & Duthoit, 1976). L’huître 

creuse est de loin l’espèce prédominante puisqu’elle représente plus de 98% de la 

production française d’huîtres (FAO, 2003). La France avec près de 130 000 tonnes par an 

se situe au premier rang européen et au quatrième rang mondial des producteurs d’huîtres. 

La région Basse-Normandie est, avec la Bretagne et le Poitou-Charentes, l’une des plus 

importantes régions ostréicoles françaises : près de 35 000 tonnes sont produites par an et 

plus de 335 entreprises sont concernées par cette activité.  

Malgré une très bonne implantation de cette espèce introduite, des épisodes de 

mortalité surviennent certaines années en période estivale. Différentes études ont montré 

qu’un seul facteur ne permet pas d’expliquer ces mortalités estivales (défi MOREST, Samain 

& McCombie, 2007) impliquant certainement plusieurs paramètres concomitants. Ainsi, les 

facteurs environnementaux (trophiques, physico-chimiques, toxiques), l’aspect zootechnique 

(pratiques culturales), le patrimoine génétique, l’état physiologique et le rôle des agents 

infectieux constituent un ensemble qui détermine la survie des huîtres en élevage 

(Dégremont, 2003). Une hypothèse actuellement retenue dans le cadre de l’étude de ces 

mortalités repose sur un affaiblissement du métabolisme général de l’huître en été, alors que 

l'animal se trouve en période de forte croissance et de gamétogenèse active (période 

d'émission des gamètes) ou en phase de restructuration de la gonade. A cette période, les 

huîtres présentent une croissance très active et subissent d'importants stress thermiques 

(fortes variations de température sur les parcs). La dépense énergétique liée à ces 

événements est soutenue par l'alimentation mais également par la mobilisation de réserves 

préalablement stockées par l'animal. L'efficacité de la mise en réserve semble donc 

primordiale pour lui permettre de franchir cette période critique.  

La production française repose aujourd’hui essentiellement sur cette espèce et cette 

situation de quasi-monoculture rend l’ostréiculture particulièrement vulnérable à tout 

nouveau risque d’épizootie et justifie la nécessité d’une connaissance approfondie de la 

physiologie de cet animal. Ces données sont également nécessaires pour maîtriser toutes 

les étapes du conditionnement des géniteurs et de la production de naissain en écloserie ou 
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sur estran et constitue une des thématiques prioritaires de l’UMR 100 Physiologie et 

Ecophysiologie des Mollusques Marins.  

Au-delà de l’importance économique de Crassostrea gigas, sa position 

phylogénétique clé parmi les Lophotrochozoaires, les huîtres constituent un modèle d’étude 

pertinent des bases physiologiques et génétiques (i.e. croissance, reproduction et survie)  

fortement corrélées aux conditions environnementales. Dans ce contexte, l’UMR 100 PE2M 

vise à approfondir les connaissances concernant les différentes voies métaboliques chez cet 

animal. Dans ce cadre de recherche, ce travail s’insère dans l’une des thématiques du 

Laboratoire de Biologie et Biotechnologies Marines qui concerne l’étude des mécanismes 

énergétiques de mise en réserve et de mobilisation du glycogène en relation avec la 

reproduction de l’huître creuse.  

 

Après une description préalable du modèle biologique, cette introduction se poursuivra 

par une revue bibliographique des connaissances sur les mécanismes de transport de 

glucose à travers la membrane cellulaire répertoriés au sein du règne animal. 

 

II. REPRODUCTION ET METABOLISME ENERGETIQUE CHEZ CRASSOSTREA 

GIGAS : BILAN DES CONNAISSANCES  

1. Systématique : 

 

Embranchement : Mollusques 

Classe : Bivalves – Lamellibranches 

Ordre : Eulamellibranches 

Super – famille : Ostréidés 

Famille : Crassostréidés 

Genre : Crassostrea 

Espèce : gigas  

 

L’huître creuse, Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), est un métazoaire 

triploblastique coelomate bilatérien appartenant au clade des protostomiens 

lophotrochozoaires (Figure 1 ). Le développement, les plans du corps et les gènes des 

animaux de ce groupe présentent des caractéristiques considérées comme ancestrales 

(Tessmar-Raible & Arendt, 2003). D’un point de vue évolutif, ces animaux occupent donc 

une place particulièrement importante. 
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2. Anatomie de l’huître creuse : 

 

L’huître creuse est un animal à corps mou dont la coquille est constituée de deux 

valves asymétriques liées au niveau de la charnière et maintenues fermées par le muscle 

adducteur. Le manteau est constitué de deux lobes soudés au niveau de la charnière, 

formant le capuchon céphalique. Ce capuchon recouvre la bouche et les quatre palpes 

labiaux (Figure 2 ) qui interviennent dans le tri et dans l’apport des particules alimentaires 

vers la cavité buccale. La gonade recouvre la glande digestive et se développe 

saisonnièrement. 

 

 

 

 

 

Figure 1. Phylogénie des métazoaires basée sur l’analyse de l’ARNr 18S (Adoutte et al., 2000). 
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L’huître possède deux paires de branchies soudées à leur base, s’étendant de l’anus 

aux palpes labiaux, impliquées dans la respiration mais également dans la nutrition. Des 

filaments ciliés recouvrant les branchies permettent de créer un mouvement continu de l’eau 

favorisant ainsi l’arrivée de l’oxygène et l’acheminement de particules alimentaires vers les 

palpes labiaux.  

Le système digestif est formé de la bouche, de l’estomac, de l’intestin, de la glande 

digestive, du rectum et de l’anus. L’estomac contient un stylet cristallin qui, à l’aide 

d’enzymes digestives, permet le broyage et la lyse des particules alimentaires. La glande 

digestive est formée de nombreux diverticules digestifs qui entourent l’estomac et les replis 

de l’intestin. L’intestin se termine par le rectum accolé au muscle adducteur.  

L’appareil circulatoire est lacunaire. L’hémolymphe joue un rôle dans le transport des 

nutriments, de l’oxygène et des déchets métaboliques. Le cœur est logé dans une enveloppe 

péricardique. Il est constitué par un ventricule où aboutissent quatre veines branchiales dont 

les extrémités renflées forment les oreillettes. 

Le système nerveux est réduit et n’est constitué que de quelques ganglions nerveux 

reliés par des connectifs. 

 

 

 

 

 

Figure 2. Anatomie de l’huître creuse (valve gauche creuse). 
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3. Cycle biologique et reproduction : 

 

Le cycle de développement de Crassostrea gigas présente différentes étapes qui 

sont illustrées dans la Figure 3  :  

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Cycle de développement de l’huître creuse Crassostrea gigas. 
(D’après Fabioux, 2004). 
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Chez Crassostrea gigas, la fécondation est externe. Suite à la segmentation de l’œuf 

et après 6 heures de développement embryonnaire, l’embryon devient une larve pélagique 

trochophore. Après 24 heures, après l’apparition de la bouche, du prototroche (organe 

locomoteur), de l’ébauche coquillière et de l’anus, la larve atteint ainsi un stade appelé larve 

D. Après la transformation du prototroche en vélum et la croissance de la coquille, la larve se 

transforme en larve véligère (formation de deux valves). Son système nerveux s’organise, 

des organes larvaires apparaissent (manteau, cœur, ébauches branchiales, tractus digestif) 

pour donner le stade larvaire pédivéligère. La fixation est suivie d’une étape de 

métamorphose au cours de laquelle les organes se réorganisent et l’animal prend alors le 

nom de naissain. 

L’huître creuse est un animal hermaphrodite à tendance protandre de type alternatif 

irrégulier. Elle acquiert sa maturité sexuelle dès la première année, puis réinitie une nouvelle 

gamétogenèse chaque année. La gonade est située sous le manteau et autour de la glande 

digestive, dans une région contenant à la fois des tubules gonadiques et du tissu conjonctif à 

fonction de stockage vésiculeux (tissu mixte) (Figure 4 ). La gamétogenèse se déroule de 

manière centripète au sein de tubules gonadiques dont le diamètre augmente au cours de la 

maturation sexuelle.  

 

 

Tubules 
gonadiques 

Tissu 
conjonctif 
vésiculeux 

Manteau 

Branche de 
l’intestin 

Glande 
digestive 

Estomac 

Tissu 
conjonctif 

Figure 4. Coupe transversale de la masse viscérale d’huître creuse Crassostrea gigas. X7. 
Coloration au trichrome de Prenant Gabe (Hématoxyline, éosine, vert lumière, Annexe I). 
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Le cycle de reproduction de l’huître a été décrit (Heude-Berthelin et al., 2001) et se 

divise en 4 stades suivant le rythme des saisons (Figure 5 ) :  

 

o Stade 0 :  Ce stade correspondant au repos sexuel survient sur les côtes de la 

Manche en automne et au début de l’hiver. Les tubules gonadiques sont réduits 

et ne présentent qu’une seule assise cellulaire formée de cellules germinales 

quiescentes. Durant cette période, le sexe n’est pas identifiable.  

o Stade I :  Il débute en hiver et se prolonge jusqu’au printemps selon les animaux. 

Le stade I se caractérise par la prolifération des cellules souches qui se 

différencient en gonies (spermatogonies ou ovogonies). Ces gonies à leur tour 

entrent dans une phase de multiplication intense. Les tubules gonadiques 

commencent à se développer. En fin de stade I, les huîtres peuvent être sexées. 

o Stade II :  Au printemps, les tubules gonadiques se développent massivement et 

les cellules germinales poursuivent leur maturation. Les ovocytes entament leur 

vitéllogenèse. Les spermatocytes puis les spermatozoïdes apparaissent dans les 

tubules mâles. Le volume de la gonade augmente très nettement. 

o Stade III :  Le stade IIIA correspond à la période de maturité sexuelle et s’observe 

au début de l’été. La gonade atteint sa taille maximale, les tubules gonadiques 

sont chargés en cellules germinales matures (spermatozoïdes ou ovocytes 

vitellogéniques). Le stade IIIB a lieu en période estivale. Les gamètes matures 

sont observables dans les tubules gonadiques.  

(Le stade IIIC correspond, chez certaines espèces, à la réinitiation d’une nouvelle 

gamétogenèse). Enfin, le stade IIID correspond à un état particulier de la gonade 

observé chez certains animaux dans les cas de pontes partielles. En plus des 

nouvelles cellules germinales quiescentes, les tubules gonadiques contiennent 

alors des gamètes résiduels qui seront progressivement lysés par des hémocytes 

qui envahissent la gonade.  

 

En période estivale, l’émission des produits génitaux dépend des conditions 

thermiques et trophiques (Mann, 1979 ; Lubet, 1980 ; Deslous-Paoli et al., 1982 ; Héral et al., 

1986 ; Maurer & Borel, 1986). Elle peut être totale dans les zones où les eaux sont plus 

chaudes (région méditerranéenne ou Charente-maritime), alors qu’elle n’est que partielle ou 

absente lorsque les eaux sont plus froides (Normandie, par exemple). Ces émissions 

partielles se traduisent par la présence de gamètes résiduels dans les tubules gonadiques 

qui sont progressivement lysés au cours de l’automne et de l’hiver suivant (Figure 6 ) mais 

persistent encore parfois concomitamment à la réinitiation d'une nouvelle gamétogenèse. 
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Figure 5. Gamétogenèse mâle et femelle chez Crassostrea gigas. X400. (a) : Stade 0, repos 
sexuel. (b) et (c) : Stade I, multiplication des gonies. (d) et (e) : Stade II, développement des 
tubules gonadiques. f et g : Stade III, maturation sexuelle. (CE : canal évacuateur de gamète, 
CV : cellule vésiculeuse, GI : gonie indifférenciée, LH : lacune hémocytaire, OM : ovocyte 
mature, SPR : spermatozoïde résiduel, SPZ : spermatozoïde, TG : tubule gonadique). 
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Enfin, des cas d’hermaphrodismes simultanés peuvent être observés (Figure 7 ).  

 

 

4. Métabolisme énergétique : 

 

Chez Crassostrea gigas, l’alimentation s’effectue par filtration du phytoplancton au 

niveau branchial, les nutriments sont stockés dans la glande digestive puis redistribués dans 

l’organisme pour fournir de l’énergie ou pour constituer des réserves. Ces réserves sont 

essentiellement stockées sous forme de glycogène dans des cellules vésiculeuses.  

Il existe une grande diversité de types cellulaires de réserve chez les mollusques 

(Tableau 1 ).  

 

 

 

Figure 7. Cas d’hermaphrodisme chez Crassostrea gigas. (a) X400 et (b) X1000. (O : 
ovogonie, SPT : spermatide et SPZ : spermatozoïde). 
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Figure 6. Tubules gonadiques contenant des gamètes résiduels chez Crassostrea gigas. X400. 
(a) gamètes résiduels mâles chez une femelle et (b) gamètes résiduels femelles chez une 
femelle. (O : ovogonie, OR : ovocyte résiduel et SPR : spermatozoïde résiduel). 
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Tableau 1. Types cellulaires de réserve chez les mollusques répertoriés dans la littérature. 

Cellules musculaires  

Réserves sous forme protéique et plus faiblement en glycogène 

Barber & Blake, 1981 

Epp et al, 1988 
Pectinidés  

Stockage secondaire dans la glande digestive 

Réserves sous forme lipidique 

Barber & Blake, 1981 

 

cellules musculaires extragonadiques  atrophiées et dégénérées 

lors du développement des lignées germinales 

Medhioub & Lubet, 1988 

Vénéridés  
cellules vésiculeuses intragonadiques mettant en réserve du 

glycogène, mobilisé au début de la gamétogenèse 

Medhioub & Lubet, 1988 

Tissu de réserve formé de cellules spécialisées :  

Chez Mytilus edulis : 2 types de cellules : cellules adipogranuleuses 

(ADG cells)  et cellules vésiculeuses (VCT cells ou cellules à 

glycogène)  

Lubet, 1959 

 

cellules adipogranuleuses (ADG cells) situées dans le manteau 

contenant des réserves en lipides, protéines et petites quantités de 

glycogène  

Forte activité de synthèse protéique (Réticulum endoplasmique 

rugueux abondant), nombreux ribosomes circulants et appareils de 

golgi abondants 

Houteville, 1974  

Pipe, 1987  

Lenoir, 1989  

Livingston & Clarke, 1983 

Mytilidés  

Cellules vésiculeuses (VCT) dans le manteau et dans les palpes 

labiaux Larges vésicules endoplasmiques contenant presque 

exclusivement du glycogène 

Lubet, 1959  

Lenoir, 1989 

Chez Crassostrea angulata et Crassostrea virginicata, un seul type 

de cellules de réserve  

Galstoff, 1964 

Bargeton, 1942 
Ostréidés 

type intermédiaire entre VCT et ADG Eckelbarger & Davies, 

1996 

 

Chez les Pectinidés, il n’existe pas de cellules spécialisées dans le stockage des 

réserves, c’est le muscle adducteur qui assure le rôle de tissu de réserve.  

Chez les Vénéridés, les cellules musculaires et des cellules spécifiques de réserve 

interviennent dans le stockage des nutriments. 

Chez la moule bleue, Mytilus edulis, deux catégories de cellules de réserves ont été 

caractérisées dans le manteau : les cellules adipogranuleuses (C.A.D.G.) et les cellules 

vésiculeuses (C.V.) ou cellules à glycogène (Lenoir, 1989 ; Mathieu & Lubet, 1993). Les 

cellules adipogranuleuses contiennent des granules protéiques, des gouttelettes lipidiques et 

du glycogène stocké de manière diffuse dans le cytoplasme. Les cellules vésiculeuses sont 

constituées d’une grande vésicule occupant la totalité de la cellule et contenant uniquement 

du glycogène. Le glycogène stocké dans ces cellules sert de support énergétique à la 

gamétogenèse (Zandee et al., 1980 ; Bayne et al., 1982). Le contenu des cellules de 

réserves varie au cours de l’année. Les nutriments stockés sont libérés lors de la 

gamétogenèse, cette mobilisation des réserves est suivie d’une phase de mise en réserve 

active durant la période de repos sexuel (Pipe, 1987).  
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Chez Crassostrea gigas, Heude-Berthelin (2000) a caractérisé le tissu spécialisé 

dans le stockage des réserves. Celui-ci est localisé principalement au niveau de la région 

gonadique et des palpes labiaux, et plus secondairement autour de la glande digestive et à 

la base des branchies. Ce tissu de réserve est constitué de cellules somatiques 

spécialisées : les cellules vésiculeuses (Figure 8 ). Elles sont de formes polygonales, leur 

cytoplasme est chargé en vésicules de réserve, et elles possèdent un noyau de petite taille 

et excentré. Les cellules sont imbriquées les unes dans les autres dans le tissu conjonctif. Le 

diamètre cellulaire moyen des cellules dissociées est de 16 µm et la densité est comprise 

entre 1,037 et 1,048 g/cm3. La coloration Schiff a permis de mettre en évidence une forte 

teneur en polysaccharides de nature glycogénique dans le cytoplasme. Une étude 

ultrastructurale montre que ce glycogène est dispersé sous forme de fines particules dans le 

cytoplasme ou bien séquestré dans des vésicules (Figure 9 ). Ces cellules contiennent 

également des vésicules lipidiques et des granules protéiques, elles présentent donc des 

caractéristiques intermédiaires des deux types cellulaires connus chez la moule Mytilus 

edulis (Galtsoff, 1964 ; Mathieu & Lubet, 1993 ; Berthelin et al., 2000a). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Tissu de réserve des palpes labiaux constitué presque exclusivement de cellules 
vésiculeuses chez Crassostrea gigas.X100. (CV : cellules vésiculeuses, EC : épithélium cilié).  
 

CV 
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Chez l’huître creuse, comme chez la plupart des bivalves, le glycogène contenu dans 

le tissu de réserve joue un rôle central comme support énergétique du métabolisme général 

et de la gamétogenèse (Bayne et al., 1982 ; Gabbott & Whittle, 1986 ; Ruiz et al., 1992 ; 

Mathieu & Lubet, 1993). Le développement du tissu vésiculeux dans l’aire gonadique est 

inversement corrélé à l’évolution de la gamétogenèse (Berthelin et al., 2000a).  

 

L’observation histologique du tissu de réserve au cours de la gamétogenèse a permis 

de différencier quatre stades de développement du tissu de réserve (Berthelin et al., 2000b) 

(Figure 10 ) : 

 

o Stade A :  Ce stade est associé à la période de repos sexuel et/ou de résorption 

des gamètes résiduels en automne. Le tissu conjonctif vésiculeux de la région 

gonade-manteau est alors envahi de nombreux hémocytes et de macrophages. Il 

se restructure progressivement de manière centrifuge contrairement au 

développement des tubules gonadiques, c’est-à-dire à partir de la glande 

digestive vers les canaux évacuateurs de gamètes. 

o Stade B :  À la fin de l’hiver, le tissu vésiculeux présente un développement 

maximal et les cellules de réserve qui le forment lui confèrent une structure en 

pavement uniforme très caractéristique. 

o Stade C :  Lors du développement des tubules gonadiques au printemps, le tissu 

conjonctif vésiculeux régresse, il est progressivement réduit à quelques travées 

autour des tubules gonadiques et des lacunes hémocytaires. 

o Stade D :  En période de maturité sexuelle, le tissu de réserve est fortement 

résorbé. Il n’est plus observable qu’autour des lacunes hémocytaires. 

a b 

VS 
N 

M 

G 

N 

G 

Figure 9. Ultrastructure des cellules vésiculeuses isolées chez Crassostrea gigas (a et b). x8600. 
VS : vésicule sombre, G : glycogène, N : noyau, M : mitochondrie.  
D’après Berthelin et al., 2000a. 
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Le métabolisme des cellules vésiculeuses varie au cours du cycle annuel de 

reproduction (Berthelin et al., 2000a). Au printemps, les réserves en glycogène sont 

mobilisées, le tissu de réserve régresse en faveur du développement des tubules 

gonadiques. Puis en période estivale, la quantité de glycogène est faible, alors que les 

huîtres atteignent leur maturité sexuelle. Enfin, en automne et jusqu’à la fin de l’hiver, le 

métabolisme des cellules vésiculeuses est orienté vers le stockage tandis que l’huître 

démarre une nouvelle gamétogenèse. La constitution des réserves a donc lieu à la période 

où la quantité en phytoplancton dans le milieu naturel est la plus faible. 

La mise en réserve ne dépend pas uniquement du taux de glucose circulant lié aux 

conditions trophiques mais fait très certainement intervenir une régulation endocrine. Cette 

régulation peut s'exercer sur les différentes étapes de la mise en réserve comme l'entrée du 

glucose dans les cellules ou l'activité des enzymes de la glycogénogenèse / glycogénolyse.  

 

Dans ce contexte, deux études ont été menées en parallèle au sein des équipes de 

l’Unité mixte de recherche Physiologie et Ecophysiologie des Mollusques Marins. La 

première, réalisée par Hélène Bacca (L.P.I. de Plouzané, UMR PE2M), a eu pour objectif de 
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Figure 10. Evolution qualitative du tissu de réserve dans la région gonadique au cours du cycle 
sexuel chez Crassostrea gigas. (a) X100 : stade A, restructuration du tissu de réserve. (b) 
X400 : stade B, développement maximal du tissu de réserve. (c) X400 : stade C, tissu de 
réserve présentant plus ou moins de lacunes. (d) X400 : stade D, tissu de réserve réduit autour 
des lacunes hémocytaires. (LH : lacune hémocytaire, CV : cellule vésiculeuse, TG : Tubule 
gonadique). 
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caractériser et de mesurer l’activité et l’expression des enzymes intervenant dans le 

métabolisme du glycogène chez Crassostrea gigas (Bacca et al., 2005 ; Bacca, 2007). La 

seconde, présentée dans ce manuscrit, a été effectuée au sein de l’UMR 100 IFREMER-

UCBN et porte sur l'entrée du glucose dans les cellules vésiculeuses.  

 

L’objectif de ces travaux de thèse est : 

1) de comprendre plus précisément les mécanismes cellulaires et moléculaires du 

transport du glucose, étape limitante de la mise en réserve, dans les cellules 

vésiculeuses,  

2) d’apporter des éléments de réponse sur l’impact des facteurs environnementaux 

sur le métabolisme énergétique et sur la reproduction de l’huître Crassostrea gigas  et 

3) de déterminer l’importance de la composante génétique sur la stratégie de 

reproduction et de la gestion des réserves énergétiques. 

 

L’entrée du glucose dans la cellule constitue la première étape limitante du processus 

de mise en réserve. Dans un premier temps, il importe d’en connaître les mécanismes pour 

comprendre le métabolisme énergétique de la cellule vésiculeuse et pour étudier la 

régulation du cycle de mise en réserve et de mobilisation du glycogène.  

 

III. MECANISMES DE TRANSPORT DU GLUCOSE A TRAVERS LES MEMBRANES 

CELLULAIRES  

 

Tous les organismes utilisent des systèmes de transport facilitant le passage des 

nutriments et d’autres solutés à travers les membranes cellulaires. La présence de la 

membrane plasmique limite fortement leur passage par simple diffusion. Au cours de 

l’évolution, différents systèmes de transport ont été mis en place pour favoriser 

l’approvisionnement des cellules en nutriments. 

 

1. Modes de transport à travers les membranes cellulaires 

 

En se basant sur l’architecture des molécules et l’énergie nécessaire, cinq types de 

systèmes de transport ont été décrits (Rabus et al., 1999). Ils assurent le transport des 

solutés selon deux voies : le transport par voie passive et le transport par voie active. 
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Membrane 
cytoplasmique 

1.1. Voie passive : diffusion  

a. Mécanismes de diffusion simple  

 Diffusion simple à travers la membrane : 

 

Ce mécanisme de diffusion concerne l’eau et les solutés polaires de 

petite taille, susceptibles de se dissoudre dans la bicouche lipidique 

pour la traverser. Plus la polarité est élevée plus la vitesse de 

passage sera rapide (Karp, 1998). A polarité équivalente, deux 

solutés posséderont des vitesses de pénétration variables en fonction de leur taille. Les 

molécules très petites (comme le CO2, l’O2 et NO) diffusent rapidement tandis que les 

hexoses et les acides aminés traversent peu les membranes.  

Cette diffusion s’effectue selon le gradient de concentration, les molécules diffusent 

toujours du compartiment le plus concentré vers le compartiment le moins concentré.  

 

 Diffusion simple par des canaux aqueux : 

 

Les canaux sont formés de protéines membranaires intrinsèques 

entourant un pore aqueux permettant un passage sélectif de 

substances chargées vis-à-vis desquelles la membrane est 

imperméable (Na+, K+ et Cl-). Ces canaux sont bidirectionnels et les 

déplacements se font dans le sens du gradient électrochimique. La plupart de ces canaux 

peuvent adopter une conformation ouverte ou fermée. On distingue : 

� Des canaux voltages-dépendants, dont la conformation dépend de la 

différence de la charge ionique entre les deux côtés de la membrane. 

� Des canaux chimio-dépendants, dont la conformation dépend de 

l’association de la protéine canal à une molécule particulière. 

Lorsque ces protéines se trouvent en conformation ouverte, elles peuvent s’unir 

simultanément à des solutés des deux côtés de la membrane. 

La comparaison des séquences d’acides aminés des protéines composant ces 

canaux chez des organismes aussi divers que des bactéries, des plantes et des animaux 

vertébrés a permis de montrer que l’ensemble des canaux appartiennent à un petit nombre 

de superfamilles. 

 

 

 

 

 

Membrane 
cytoplasmique 
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b. Diffusion facilitée par une protéine transmembranaire  

 

La diffusion facilitée est un processus de simple translocation de 

solutés à travers la membrane plasmique au moyen d’une protéine 

membranaire. Le fonctionnement du transporteur repose sur les 

changements de conformation et d’affinité de celui-ci pour le 

soluté. Ce mode de transport fonctionne sans être associé à une dépense énergétique, est 

saturable avec la concentration en substrat (Baldwin & Lienhard, 1981). Cette diffusion peut 

se faire dans les deux directions mais toujours selon le gradient de concentration (Karp, 

1998). Les protéines impliquées dans la diffusion facilitée se distinguent des protéines 

canaux par le fait que la liaison au soluté ne peut avoir lieu que d’un côté à la fois (Rabus et 

al., 1999). Ces protéines sont spécifiques des molécules qu’ils transportent et présentent 

une cinétique de saturation (Figure 11 ), contrairement à la diffusion simple.   

 

 

 

1.2. Voie active : transport couplé à une dépense énergétique 

 

Le déséquilibre des concentrations en ions de part et d’autre des membranes 

plasmiques ne peut être généré par les seuls mécanismes de diffusion simple ou facilitée : 

ils sont la conséquence d’un troisième mode de transport, le transport actif. Ce type de 

transport maintient les gradients de concentration nécessaires pour le fonctionnement 

cellulaire en permettant le déplacement des solutés contre leur gradient de concentration. 

Le transport actif fait intervenir des protéines membranaires capables de se coupler 

sélectivement à un substrat donné et de le déplacer au travers de la membrane grâce à des 

changements de conformation. Ce déplacement endergonique (contre le gradient de 

concentration) est couplé à un mécanisme exergonique : libération d’énergie par hydrolyse 

d’ATP au niveau du transporteur lui-même ou d’un couplage à un gradient ionique. Si 
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Figure 11. Comparaison des cinétiques d’entrée de la diffusion facilitée et de la diffusion simple. 
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l’hydrolyse a lieu au niveau du transporteur lui-même, il s’agit du transport actif primaire. Si 

elle est couplée à un gradient ionique, il s’agit d’un transport actif secondaire. Elle permet 

alors la translocation simultanée et consécutive d’un ion et du soluté. 

 

a. Couplage du transport à l’hydrolyse de l’ATP  

 Les pompes de type P : 

 

Le système producteur d’énergie est le plus souvent une pompe 

de type P Na+/K+-ATPase ou pompe sodium-potassium qui 

associe la translocation des solutés à l’hydrolyse de l’ATP.  

Pendant un cycle de transport d’une pompe de type P, 

l’hydrolyse de l’ATP aboutit à la phosphorylation de la protéine qui subit alors un 

changement de conformation. Le processus de transport repose sur ce changement de 

conformation du transporteur qui entraîne des changements d’affinité de celle-ci pour les 

ions qu’elle transporte (Karp, 1998). La liaison sur le transporteur de trois ions sodium 

provoque la phosphorylation de la Na+/K+-ATPase qui passe de la conformation E1 (forte 

affinité pour les ions sodium, faible affinité pour les ions potassium) à la conformation E2 

(faible affinité pour les ions sodium, forte affinité pour les ions potassium) (Figure 12 ). Le site 

de fixation s’ouvre alors vers le milieu extérieur et les trois ions sodium sont libérés. La 

protéine lie ensuite deux ions potassium. Elle est alors déphosphorylée et reprend sa 

conformation E1. Le site de liaison s’ouvre sur la face interne de la membrane et les ions 

potassium sont libérés. 

 

 

 Figure 12. Cycle de transport de la Na+/K+-ATPase basé sur des changements de conformation 
du transporteur et des changements d’affinité vis-à-vis des ions sodium. 
D’après Karp, 1998. 
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D’autres systèmes de transport ionique fonctionnent sur le même principe dont la 

pompe à calcium, la Ca2+-ATPase, et les pompes à protons chez les végétaux. 

 

 Autres systèmes de transport ionique : 

 

Un autre type de pompe décrit est appelé pompe de type V. Ce type de pompes ne 

fonctionne pas par un jeu de phosphorylation / déphosphorylation mais transporte les 

protons à travers les membranes par l’intermédiaires d’organites et de vacuoles. 

 

Des transporteurs-cassettes de liaison de l’ATP (ABC) 

interviennent également dans le transport actif d’ions et 

de sucres. Ces transporteurs, après fixation du substrat 

sur une protéine de liaison, couplent la translocation de 

ce dernier à l’hydrolyse d’une molécule d’ATP. 

 

b. Transport actif secondaire  

 

Le transport actif secondaire permet d’utiliser un gradient ionique, 

source d’énergie, pour transporter un soluté contre son gradient de 

concentration. Un tel mécanisme permet le cotransport de deux 

solutés en associant deux transporteurs distincts : 

 

� Une pompe de type ATPase qui permet le maintien d’un gradient ionique ; 

� Un cotransporteur qui permet la translocation d’un soluté contre son gradient de 

concentration en même temps que celle de l’ion selon le sien. 

 

Il existe deux cas de cotransport. Dans le premier cas, les solutés sont cotransportés 

dans la même direction, il s’agit d’un symport ou dans le second cas, les solutés sont 

cotransportés dans des sens opposés, il s’agit alors d’un antiport. 
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c. Autres modes de transports actifs  

 

Ils ont tous été décrits chez les bactéries. 

 

 Transport par couplage translocation/phosphorylation : 

Ce type de transport concerne le passage de sucres et repose sur le couplage de la 

translocation du sucre avec la phosphorylation de celui-ci par un système 

phosphoénolpyruvate/sucre phosphotransférase (Postma, 1992). 

 

 Transport par les transporteurs tripartite ATP-

indépendants : 

Ce mode de transport a été découvert en étudiant le transport du glutamate par 

Rhodobacter sphaeroides (Jacobs et al., 1996). Dans ces travaux, les auteurs ont mis en 

évidence l’existence d’un système de transport actif secondaire nécessitant la présence 

d’une protéine de liaison du substrat, d’ions sodium et d’un gradient de protons. Depuis, 

d’autres transporteurs du même type ont été mis en évidence, pour la plupart chez les 

bactéries Gram-négatives (Rabus et al., 1999). 

 

2. Les différentes superfamilles de protéines impliquées dans le transport 

du glucose 

 

Les différentes protéines constituant les systèmes de transport membranaire du 

glucose sont regroupées au sein de quatre grandes familles : la superfamille des MFS ou 

Major Facilitator Superfamily, la famille des SSSF ou Sodium Substrate Symport Family, la 

famille des protéines ABC ou ATP-Binding Cassette Proteins et enfin la famille des PTS ou 

Phosphoenol Transferase System qui n’a été identifiée que chez les bactéries. 

Chacune de ces familles présente des caractéristiques particulières aussi bien en ce 

qui concerne la topologie, la structure et les modes de fonctionnement qu’en ce qui concerne 

les techniques permettant leur identification et leur caractérisation. 

 

 2.1. Mécanismes de diffusion facilitée : la superfamille des MFS (ou 

Major Facilitator Family) 

a. La superfamille des MFS  

 

Elle contient un grand nombre de transporteurs membranaires présentant une 

répartition ubiquiste chez les bactéries, les archéobactéries et les Eucaryotes. 
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Les membres de cette famille permettent entre autre le transport de sucres (Maiden 

et al., 1987). Ces protéines se regroupent dans 17 familles distinctes (Pao et al., 1998) et 

parmi elles, deux sont des transporteurs d’hexoses : 

� La famille SP (Sugar Porter) regroupant des systèmes de diffusion facilitée et ainsi 

que des symports H+/hexose ; 

� La famille FGHS (Fucose/galactose/glucose/H+ symporter), caractéristique des 

Procaryotes, comportant des perméases galactose/glucose, glucose/mannose et le 

symporteur saccharide/proton. Le premier FGHS caractérisé est FucP chez E.coli 

(Pao et al., 1998). 

 

b. Topologie des cotransporteurs de la famille MFS  

 

Les molécules appartenant à la superfamille des MFS sont constituées de deux 

groupes de six hélices α transmembranaires reliés par une longue boucle située entre les 

hélices 6 et 7. Cette boucle est localisée, comme les extrémités N- et C-terminales de la 

protéine, du côté cytoplasmique (Figure 13 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Topologie membranaire des membres de la superfamille des MFS (Major 
Facilitator Superfamily) 
D’après Tanner & Caspari, 1996. 
Les 12 domaines transmembranaires sont entourés par des rectangles. Les boucles 2, 4, 6, 8 et 10 sont 
cytoplasmiques tandis que les boucles 1, 3, 5, 7, 9 et 11 sont extracellulaires. Les extrémités N- et C-terminales sont 
cytoplasmiques. 
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c. Mode de fonctionnement  

 

Les membres de la superfamille MFS sont des transporteurs de petits solutés. Ils 

fonctionnent soit par un mécanisme de diffusion facilitée, soit par un mécanisme de transport 

actif secondaire (symports et antiports) impliquant des ions H+ (Baldwin, 1993 ; Pao et al., 

1998). Les substrats transportés sont divers : hexoses, drogues, oligosaccharides, 

métabolites, organophosphates etc…. 

 

Deux mécanismes de transport des solutés ont été décrits dans la littérature (Tanner 

& Caspari, 1996) : 

 

� Un mécanisme simple, où la fixation du soluté sur la protéine entraîne l’ouverture 

d’un canal, provoquant la translocation du soluté et sa libération de l’autre côté de la 

membrane.  

� Un mécanisme de transport séquentiel et consécutif, où la fixation du soluté du côté 

extracellulaire conduit à un changement de conformation de la protéine et à la 

translocation du substrat sur l’autre face. Le soluté est libéré tandis que le 

transporteur fixe un second soluté, toujours extracellulaire. Un nouveau changement 

de conformation permet la libération de ce second substrat dans le cytoplasme 

(Jauch & Läuger, 1986). 

 

d. Comparaison de séquence et phylogénie  

 

En 1998, Pao et ses collaborateurs ont établi une classification de ces protéines par 

des familles phylogénétiques, sur la base de comparaisons de séquences nucléotidiques et 

peptidiques (Figure 14 ).  

Différents motifs consensus bien conservés se retrouvent dans toutes les perméases 

de la superfamille MFS. Des séquences répétées sont présentes dans les deux moitiés de la 

protéine. La comparaison de certaines régions des deux moitiés d’une protéine montre qu’il 

existe une grande similarité de séquence. Les protéines résultent selon les auteurs d’un 

événement de duplication interne d’un gène et cette duplication se serait produite avant la 

divergence des familles.  
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 Figure 14. Phylogénie (a) des différentes familles des MFS (Major Facilitator Superfamily), (b) 
de la famille des SP (Sugar Porter) et (c) de la famille des FGHS (Fucose-Galactose 
Glucose :H+ Symporter).  
Le calcul des distances phylogénétiques est réalisé par le programme TREE. La longueur des branches reflète le 
degré de différences des séquences. Les valeurs numériques sont des unités arbitraires. 
D’après Pao et al., 1998. 
 

a 

b 
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e. Le transporteur facilité de glucose : GLuT  

 

Le Glucose Transporter ou GLuT est un transporteur d’hexoses faisant partie de la 

famille des SP. Il a été particulièrement bien étudié chez les Vertébrés pour lesquels on 

dénombre à ce jour treize isoformes. Suite à l’isolement du premier ADNc de GLuT (GLuT1) 

dans le cerveau de rat et dans la lignée Hep G2 humaine (Silverman, 1991), il a été possible 

d’identifier onze autres membres (nommés GLuT2 à 12). La technique utilisée a été un 

criblage de banques d’ADNc de foie, de muscle et d’autres tissus à l’aide de cette sonde 

GLuT1. Ces différentes formes sont tissus et/ou cellules spécifiques et présentent chacune 

une affinité spécifique pour le glucose. L’activité de ces transporteurs est saturable, elle est 

stéréosélective et bidirectionnelle (Bell et al., 1993). Les protéines GLuT1 à 4, 7, 8 et 12 sont 

des transporteurs de glucose tandis que les GLuT5, 9 et 11 sont des transporteurs de 

fructose, GLuT6 est quant à lui un pseudogène (Tableau 2 ).  

 

Tableau 2. Famille des transporteurs facilités du glucose (GLuT).  
 

GLuT transport Taille (aa) 
affinité 
glucose 

(mM) 

affinité 
fructose 

(mM) 
localisation fonction Références 

1 Glucose 492 5 0 

érythrocytes, 
tissu fœtal, 
placenta, colon, 
cerveau 

transport de 
glucose dans 
tissus fœtal, 
transport basal, 
barrière 
d'échange entre 
sang et tissu  

Mueckler et al., 1985 ; 
Gould et al., 1991 

2 Glucose 524 6 à 12 67 
foie, cellules 
beta du 
pancréas, rein 

haute capacité, 
faible affinité, 
transporteur 
basolatéral au 
niveau rénal, 
facilite l’entrée du 
glucose dans le 
sang 

Fukumuto et al., 1988 ;  
Gould et al., 1991 

3 Glucose 496 1 à 2 0 cerveau, rein, 
intestin 

transporteur à 
haute affinité, 
transport primaire 
de glucose dans 
les neurones 

Kayano et al., 1988 ; 
Gould et al., 1991 ;  

4 Glucose 509 5 ND 
adipocytes, 
cœur, muscle 
strié 

régulation par 
insuline 

Fukumuto et al., 1989 ; 
James et al., 1989 

5 Fructose 501 0 6 
intestin, 
cerveau, rein, 
spermatozoïdes 

haute affinité au 
fructose 

Kayano et al., 1990 ; 
Davidson et al., 1992 

6  pseudogène   cerveau, rate, 
leucocytes   Doege et al., 2000a ; 

Lisinski et al., 2001 

7 Glucose 528   
foie, cellules 
beta du 
pancréas, rein 

sortie du glucose 
du RE couplée 
avec la G6Pase, 
transport 
microsomale dans 
foie 

Joost & Thorens, 2001  
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8 Glucose 477   

Blastocystes, 
testicules, 
muscle 
squelettique, 
cœur, intestin, 
rate, prostate, 
cerveau 

cellules 
germinales mâles 
pour synthèse 
d'ADN 
transport du 
glucose insulino-
sensible au 
niveau des 
blastocystes 

Carayannopoulos et al., 
2000 ;  
Doege et al., 2000b ; 
Ibberson et al., 2000 ; 
Lisinski et al., 2001 

9 fructose 46 kDa   

rein, foie, 
placenta, 
leucocytes, 
poumon 

Transporteur, 
mécanisme de 
régulation 
inconnu 

Phay et al.,  2000 

10     

foie, pancréas, 
placenta, 
muscle 
squelettique et 
rein 

Proposé comme 
gène de 
susceptibilité au 
diabète 

Dawson et al., 2001 ; 
 Mc Vie-Wylie et al., 2001 

11 fructose    cœur, muscle 
squelettique 

transporteur de 
fructose, faible 
affinité pour 
glucose, 
mécanisme de 
régulation 
inconnu 

Doege et al., 2001 ;  
Wu et al., 2002 ;  
Sasaki et al., 2001 

12 glucose    cœur, prostate 

Transporteur, 
mécanisme de 
régulation 
inconnu 

Rogers et al., 2002 

 

Les isoformes les plus étudiées chez les Vertébrés sont les GLuT1 et GLuT4. Le 

GLuT1 ou « transporteur constitutionnel » se situe dans de nombreux tissus et pourrait être à 

l’origine de l’approvisionnement en glucose de cellules en repos. La protéine GLuT4 est 

localisée au niveau du tissu musculaire et adipeux. Chez les Vertébrés, le nombre de 

transporteurs de glucose GLuT4 dans la membrane plasmique des cellules adipeuses et 

musculaires est régulé par l’insuline (Martin et al., 2000). Cette hormone permet, chez les 

Vertébrés, le maintien d’une concentration appropriée de sucre dans le sang par un effet 

hypoglycémiant. Elle peut intervenir soit sur l’entrée du glucose soit sur son métabolisme.  

La régulation par l’insuline de l’entrée du glucose dans les cellules est illustrée par la Figure 

15. Les transporteurs sont stockés dans des compartiments intracellulaires. La liaison de 

l’insuline sur son récepteur déclenche une cascade d’événements dont une des 

conséquences est l’augmentation du taux d’exocytoses des vésicules contenant GLuT4 

(Fletcher et al., 2000), mais aussi de la fusion de ces vésicules avec la membrane (Foster & 

Klip, 2000) ainsi qu’une diminution de l’internalisation par endocytose (Bell et al., 1993). Le 

GLuT1 est également localisé au niveau de la membrane plasmique avec un site de 

stockage intracellulaire, mais contrairement au GLuT4, il montre une faible redistribution vers 

la surface cellulaire en réponse à une stimulation par l’insuline (Pessin et al., 1999).  
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 Topologie membranaire : 

Les protéines GLuTs (45 à 55 kDa) sont constituées d’environ 500 acides aminés 

fortement conservés (Joost et Thorens, 2001).  

Le GLuT est une protéine formée de deux groupes de 6 hélices α transmembranaires 

reliées par une boucle cytoplasmique de 65 acides aminés entre les hélices 6 et 7  (Figure 

16). Les extrémités N- et C-terminaux sont du côté cytoplasmique. Le site de N-glycosylation 

se situe sur la petite boucle exofaciale entre les hélices 1 et 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Régulation par l’insuline de l’entrée de glucose dans les cellules adipeuses et 
musculaires.  
D’après Karp, 1998. 
Les transporteurs sont stockés dans des vésicules intracellulaires. La stimulation par l’insuline provoque 
l’exocytose des vésicules contenant les transporteurs de glucose et la fusion de ces vésicules avec la membrane 
cellulaire. Ainsi les transporteurs de glucose se retrouve au niveau de la membrane et permettent l’entrée du 
glucose dans la cellule. 
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 Sites de fixation, de translocation des solutés et 

fonctionnement : 

Le motif QLS (Gln279, Leu280, Ser281), présent sur l’hélice 7 est très conservé dans la 

famille des GLuTs. Il forme en partie le site de fixation du substrat et joue un rôle dans la 

sélectivité du transporteur vis-à-vis du substrat (Seatter et al., 1998). Les résidus Tyr292/293 et 

Trp412 interfèrent dans le transport du soluté. Les résidus Tyr292/293 délimitent le canal 

principal et le résidu Trp412 se trouve à proximité de celui-ci (Zuniga et al., 2001). 

Le mécanisme de transport du glucose par les protéines GLuTs est relativement 

simple (Figure 17 ). La fixation du glucose entraîne l’ouverture du canal principal. Ce 

changement de conformation facilite la translocation du soluté et sa libération de l’autre côté 

de la membrane (Silverman, 1991). 

Figure 16. Topologie membranaire des transporteurs facilités de glucose chez les 
mammifères.  
D’après Bell et al., 1993. 
Les 12 domaines transmembranaires sont entourés par des rectangles. Le site potentiel de N-glycosylation au niveau 
de la boucle extracellulaire entre les hélices 1 et 2. Les résidus invariants sont notés par l’abréviation du nom de 
l’acide aminé. Les résidus polaires dans la bicouche lipidique sont représentés en noir et ceux dont la mutagenèse ou 
la délétion affecte la fonction du transporteur sont en rouge. 
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Les GLuTs peuvent être mis en évidence grâce à l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques 

tels que la cytochalasine B et la phlorétine (Czech et al., 1973 ; Taverna & Langdon, 1973 ; 

Tanner & Caspari, 1996). La cytochalasine B se fixe sur les résidus 388 à 412, localisés aux 

extrémités endofaciales des deux canaux des protéines membranaires GLuTs (Zuniga et al., 

2001). 

 

 Comparaison de séquence et phylogénie : 

Les alignements de séquences nucléiques entre les membres de la famille des 

GLuTs montrent une bonne conservation des séquences non seulement entre les différents 

GLuT au sein d’une même espèce mais aussi entre les GLuTs d’espèces variées même 

phylogénétiquement éloignées (les séquences sont disponibles chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae, le ver nématode Caenorhabditis elegans et la drosophile 

Drosophila melanogaster) (Joost & Thorens, 2001). Cette conservation s’observe au niveau 

des structures secondaires des protéines GLuTs, les Mammifères présentent une 

conservation variable selon les ordres de 39 à 68 % dont 182 acides aminées sont 

inchangés (26 %) (Bell et al., 1993). 

La réalisation d’un arbre phylogénétique basé sur la comparaison des séquences des 

ADNc des GLuTs humains a permis de les diviser en 3 sous-classes issues de duplication 

Figure 17. Mode de fonctionnement d’un transporteur de type GLuT. 
D’après Karp, 1998. 
La fixation du glucose d’un côté induit un changement conformationnel conduisant à la réorientation du site de fixation 
du substrat et donc à la libération du glucose de l’autre côté. 
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d’un gène ancestral (Figure 18 ). La classe I est formée des GLuTs 1 à 4, la classe II 

contenant le transporteur de fructose GLuT5, et les isotypes GLuT7, 9 et 11 et la classe III 

comprenant les GLuTs 6, 8, 10, 12 et HMIT, un transporteur de H+-myo-inositol .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 2.2. Mécanismes de transport actif primaire : la famille des ABC 

(ou ATP-Binding Cassette) 

 

 Le transport de soluté et l’hydrolyse de l’ATP sont assurés par un seul et même 

système protéique (Higgins, 1992). Ces transporteurs sont constitués 1) d’une protéine 

extracellulaire de liaison au substrat, 2) de deux domaines protéiques transmembranaires 

constituant le canal de translocation du soluté, 3) et de deux domaines de liaison aux 

nucléotides qui émergent dans le cytoplasme, l’hydrolyse de l’ATP fournissant l’énergie du 

système de transport (Albers et al., 1999). 

La protéine est formée de deux lobes entourant le site de fixation. En l’absence de 

soluté, les lobes sont en conformation ouverte, laissant libre accès au site de fixation. 

Lorsque le soluté est fixé, les lobes se referment et l’empêchent de retourner à sa forme 

libre. Le canal de translocation du soluté est formé de deux domaines localisés dans la 

Figure 18. Dendrogramme de l’alignement multiple des membres de la famille des GLuTs. 
D‘après Wood & Trayhurn, 2003. 
L’alignement de séquence de trente membres de GLUTs humains est réalisé par le programme PHYLIP (Felsenstein, 
1989). La longueur des branches reflète le degré de différences des séquences. Les trois classes des protéines 
GLUTs sont représentées par les couleurs suivantes : classe I en bleu, classe II en rouge et classe III en vert. 
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membrane lipidique. Ils possèdent chacun six segments transmembranaires. Ces protéines 

ont un site de fixation à l’ATP et présentent une activité ATPase. Elles fournissent ainsi 

l’énergie nécessaire aux changements de conformation des protéines de translocation. 

 Ce système de transport formerait la voie de transduction d’un signal qui partirait du 

périplasme avec la reconnaissance du substrat par une protéine de liaison et qui se 

terminerait par l’hydrolyse de l’ATP dans le cytoplasme (Boos & Schuman, 1998). 

La figure 19  permet de visualiser le fonctionnement d’un transporteur de maltose 

(Boos & Schuman, 1998). En absence de substrat, les deux sous-unités MalK sont 

associées à un activateur de transcription des gènes mal, MalT. En présence de maltose, le 

cycle débute par la fixation du soluté sur la protéine de liaison (MaIE), cette fixation 

entraînant la propagation d’un signal de reconnaissance qui va provoquer la rattachement 

des deux sous-unités MalK au complexe de translocation (MaIFG) ainsi que l’hydrolyse de 

l’ATP. La libération d’énergie permet l’ouverture du canal membranaire et la translocation du 

soluté de l’autre côté de la membrane. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19. Mode de fonctionnement de la maltose perméase, une protéine de type ABC.  
D’après Boos & Shuman, 1998. 
(MalK : sous-unité d’hydrolyse de l’ATP ; MaIF et MaIG : sous-unités de translocation du soluté ; MaIE : Protéine de 
liaison au soluté ; MaIT : protéine de régulation).   
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 2.3. Mécanismes de transport actif secondaire : la famille des 

SSSF (ou Sodium Substrate Symport Family) 

  

a. La famille des SSSF  

 

Le symport sodium/substrat est un mécanisme très répandu de transport à travers la 

membrane des cellules procaryotes et eucaryotes (Jung, 2002). Par ce moyen, l’énergie 

associée au gradient de sodium (appelée SMF ou Sodium Motive Force) est  utilisée pour 

conduire l’accumulation de soluté contre son gradient de concentration. Cette SMF est 

générée par des pompes à sodium primaires (comme les Na+/K+-ATPases, de la chaîne 

respiratoire) ou par des antiports Na+/H+.  Les différents membres de cette famille peuvent 

transporter des sucres mais également des acides aminés, des vitamines, des ions, du myo-

inositol, du phénylacétate, de l’urée et de l’eau. 

 

 

b. Topologie des transporteurs de la famille SSSF  

 

Les membres de la famille des SSSF sont formés de 400 à 700 acides aminés et 

sont constitués 11 à 15 hélices α transmembranaires.  

Le représentation de la structure secondaire de PutP, un cotransporteur de 

Na+/proline d’Escherichia coli, montre que la protéine est formée de 13 domaines 

transmembranaires, dont l’extrémité N-terminale est située du côté périplasmique et 

l’extrémité C-terminale se trouvant du côté cytoplasmique (Figure 20 ). Les résidus 

intervenant dans la fixation du substrat et des ions Na+ sont localisés au niveau des boucles 

2, 7 et 9. 
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c. Mode de fonctionnement  

 

Le cycle du système de transport de sodium/substrat débute par la fixation du sodium 

au transporteur. La liaison du sodium sur le transporteur induit de ce fait un changement de 

conformation qui provoque à son tour l’augmentation de l'affinité du transporteur pour son 

substrat. La formation du complexe induit un autre changement structurel qui expose le 

sodium et le substrat de l’autre côté de la membrane. Le substrat et le sodium sont ensuite 

libérés, puis le transporteur libre se réoriente dans la membrane vers le périplasme 

permettant alors un nouveau cycle de transport.  

 

d. Comparaison de séquence et phylogénie  

 

La famille des SSSF (Sodium Substrate System family) comprend plus de 100 

transporteurs d’origines procaryotes ou eucaryotes (Figure 21 ), regroupés en famille selon 

leur niveau d’homologie (Jung, 2002). 

Les membres de ces familles diffèrent selon le choix de l’ion de couplage ou le 

symport ou l’antiport associé.  

 

 

 

 

Figure 20. Représentation de la structure secondaire de PutP  chez Escherichia coli. 
D’après Jung, 2002. 
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e. Le cotransporteur Na +/glucose : SGLT  

 

La famille des SGLTs (Na+/glucose transporter) est une famille des SSSF. La famille 

SGLT contient plus de 55 membres et possède des séquences identifiées chez les 

bactéries, la levure, les insectes, les nématodes et les mammifères. Toutes ces protéines 

montrent de grandes similarités de fonction et sont capables de transportés des solutés 

variables, des sucres ou des ions inorganiques. Le gradient de sodium est maintenu grâce à 

différentes pompes : Na+/K+-ATPase, symport Na+/H+… 

 

 Topologie membranaire : 

La famille des Sodium-GLucose coTransporters ou SGLTs rassemble des 

transporteurs composés de 13 hélices α transmembranaires avec l’extrémité C-terminale du 

côté cytoplasmique auxquelles peuvent s’ajouter un ou deux segments supplémentaires. Le 

premier membre de la famille des SGLTs, SGLT1, a été caractérisé au niveau rénal et dans 

l’intestin grêle (Turk & Wright, 1997) (Figure 22 ). Ces auteurs ont montré que les 

transporteurs mammaliens, mis à part les transporteurs d’iodide NIS, possédaient une 

quatorzième hélice transmembranaire. Il en va de même pour le transporteur bactérien du 

galactose, SGLTV. Les transporteurs HypE62 et DUR3 possèdent quant à eux 15 hélices 

transmembranaires. A l’exception du transporteur bactérien HypAeu d’Alcaligenes eutraphis, 

Figure 21. Phylogénie des membres de la famille des SSSF.  
D’après Jung, 2002. 
OpuE : Sodium/proline symporter ; PanF : Sodium/Pantothenate symporter ; PutP : Sodium/Proline transporter ; 
SGLT : Sodium/Glucose transporter ; YcgO : Sodium/proline symporter. 
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toutes ces molécules ont l’extrémité N-terminale du côté extracellulaire. Le site de N-

glycosylation se situe sur le résidu N 242. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Sites de translocation des solutés et fonctionnement : 

Des études fonctionnelles portant sur des homologues de SGLT1 ainsi que sur 

SGLT2, SMIT (cotransporteur Na+/ Myoinositol) et NIS ont montré que les membres de cette 

famille partageaient de grandes similarités de fonction (Hirayama et al., 1996 et 1997 ; 

Panayotova-Heiermann et al., 1995 ; Parent et al., 1992a et b). 

Le site de liaison et de translocation du Na+ se trouve à l’extrémité N-terminale entre 

les hélices transmembranaires 1 et 5 alors que les résidus 407 et 662 (Cys457/468/499) des 

hélices 10 à 13 déterminent l’affinité et la sélectivité du transporteur pour le sucre formant 

ainsi son site de fixation et de translocation. Le site de fixation de la phlorizine se situe au 

niveau de la boucle 13 (résidus 604-610). 

En absence de substrat, tous ces transporteurs se comportent comme des canaux 

aqueux de faible conductance associés à une fuite de sodium. En présence de substrat, ces 

protéines se comportent comme des symports Na+/soluté (Loo et al., 1996). Les SGLTs 

permettent l’accumulation active du glucose dans une cellule par couplage du transport à un 

gradient ionique transmembranaire maintenu par une pompe Na+/K+ ATPase de la 

Figure 22. Topologie membranaire et sites de fixation et de translocation des solutés des 
protéines de transport de la famille des SGLTs. D’après Wright, 2001b. 
Exemple du transporteur Na+/ glucose SGLT1 humain. Chaque acide aminé des 664 résidus est représenté par son 
code. Le modèle de structure secondaire montre 14 hélices transmembranaires avec les deux extrémités N- et C-
terminales du côté extracellulaire.  
 

Fixation/translocation du Na + Fixation/translocation du soluté 
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membrane basolatérale. Le mécanisme de translocation simultané implique un ou plusieurs 

ions sodium selon le transporteur considéré (Loo et al., 1996 et 1998).  

Le mécanisme de transport du glucose a été décrit par Wright en 2001b (Figure 23 ). 

Lorsque le potentiel membranaire est négatif, la protéine membranaire divalente se trouve 

dans l’état C1. En présence de sodium extracellulaire, deux ions Na+ se lient et la protéine 

change de conformation en prenant l’état C2. En absence de sucre, la protéine facilite 

l’entrée du Na+. Tandis qu’en présence de sucre du côté extracellulaire, deux ions Na+ et un 

sucre peuvent être transportés à travers la membrane (C3 � C4 � C5). Le sucre et le Na+ 

sont finalement libérés du côté cytoplasmique de la membrane lorsque le transporteur se 

trouve en conformation C6. Le cycle s’achève lorsque la protéine reprend son été initial C1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23. Mécanisme de fonctionnement du cotransporteur sodium/glucose SGLT1.  
D’après Wright, 2001b. 
A: les 6 états conformationnels avec l’ordre de liaison des ligands. Au potentiel membranaire négatif, la protéine 
membranaire divalente est dans l’état C1, en présence de sodium extracellulaire, 2 ions Na+ se lient et forment l’état 
C2. En absence de sucre, la protéine facilite l’entrée du Na+, mais en présence du sucre du côté extracellulaire, 2 
Na+ et un sucre sont transportés à travers la membrane. Le sucre et le Na+ sont libérés du côté cytoplasmique de la 
membrane et le transporteur complète le cycle C6 –C1.  
B: bases structurelles proposées du changement de conformation de SGLT1 dépendant du Na+. Les hélices 
transmembranaires TMH 10-13 formeraient le site de translocation du sucre. Les cystéines 457, 468 et 499 ne sont 
pas accessible par la méthanethiosulfonate (MTS) à l’état C1, mais après la liaison du Na+, cela devient possible, 
probablement par inclinaison de la TMH 13 
 
 
 
 

sodium sucre 
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Outre le Na+, d’autres cations comme le H+ et le Li+ peuvent induire le cotransport des 

hexoses à travers SGLT1, 2 et 3. L’affinité de SGLT pour H+ est 1000 fois plus élevée que 

pour Na+ et Li+ mais son affinité pour le sucre est supérieure avec le Na+. 

L’activité de transport des sucres par des transporteurs de type SGLT peut être mis 

en évidence soit par le biais de différents inhibiteurs (phlorizine, ouabaïne, amiloride) soit par 

l’utilisation d’un milieu de culture dépourvu de sodium et l’étude de l’effet de la concentration 

extracellulaire croissante de cet ion sur la cinétique d’entrée du glucose.  

 

En ce qui concerne la régulation à court terme des SGLTs, des études in vivo sur 

l’intestin de souris démontrent que le cotransport Na+/glucose augmente 2 à 8 fois en 

quelques minutes lors de l’addition de forskolin qui augmente le taux d’AMP cyclique 

intracellulaire. Dans les ovocytes de lapin transfectés exprimant SGLT1, l’activation de la 

protéine kinase A (PKA) provoque l’augmentation du taux de cotransport Na+/glucose de 30 

% alors qu’une diminution de 60 % est observée après activation de la PKC. Ce changement 

est accompagné d’une variation du nombre de cotransporteur dans la membrane plasmique 

et de la superficie de la membrane. La régulation du transport des SGLTs par les protéines 

kinases s’effectue par exo- et endocytose (Turk & Wright, 1997).   

 

 Comparaison de séquence et phylogénie : 

Turk et Wright (1997) ont réalisé un arbre phylogénétique des membres de la famille 

SGLT en se basant sur des comparaisons des 21 séquences répertoriées chez les 

eucaryotes et les 16 séquences des procaryotes (Figure 24 ). Les homologues mammaliens 

sont regroupés sur une même branche à l’exception du transporteur d’iodide NIS qui est très 

divergeant. La longueur des séquences varie de 477 à 830 résidus, les formes eucaryotes 

sont généralement plus longues de 100 à 200 résidus par rapports à celles des procaryotes. 

Seuls 4 résidus sont parfaitement conservés. D’autre part, les domaines cytoplasmiques 

sont généralement plus courts et mieux conservés que les domaines externes. L’hélice 13 

est très peu conservée. Les trois SGLTs (SGLT1, SGLT2 et SGLT3) présentent entre elles 

une forte conservation de séquence (664aa, 672aa et 659aa). 
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 2.4. Mécanismes de transport couplé à une phosphorylation : la 

famille des PTS  

 

Ce système de transport a été découvert par Roseman et ses collaborateurs en 

1964. Il catalyse la translocation concomitamment à la phosphorylation du substrat. Cela 

aboutit à l’accumulation dans la cellule d’esters phosphorylés et non de carbohydrates. Le 

groupement phosphoryl provient du phosphoénol pyruvate et est transféré au carbohydrate 

via une phosphorylation réversible par les protéines du système phosphotransférase ou 

PTS. 

Le système PTS est constitué de deux types de protéines cytoplasmiques (Postma, 

1992) : 

� L’Enzyme I (EI) qui transporte les substrats phosphorylés vers la deuxième 

protéine HPr. 

� Les Enzymes II (EII) et Facteurs III qui sont des protéines de reconnaissance 

et de translocation du soluté, sont spécifiques du soluté. L’Enzyme II et le 

Facteur III peuvent être sous la forme monomérique ou dimérique. Des 

complexes EII/FIII (Enzyme II/Facteur III) peuvent être constitués d’une à 

quatre protéines selon les cas. Ils sont formés de trois domaines : un domaine 

Figure 24. Arbre phylogénétique obtenu après alignement des séquences de 30 transporteurs 
homologues de la famille SGLT. 
D’après Turk et Wright, 1997. 
Le calcul des distances phylogénétiques est réalisé par le programme PHYLIP. La longueur des branches reflète le 
degré de différence des séquences. 
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hydrophobe transmembranaire qui permet la fixation et la translocation du 

soluté, et deux domaines hydrophiles possédant les sites de phosphorylation. 

 

3. Mécanismes de transport du glucose dans le règne animal 

 

 3.1. Transport du glucose chez les Vertébrés 

a. Chez les Mammifères  

 

Deux types de transporteurs du glucose ont été identifiés chez les mammifères : 

� Des transporteurs de la super famille des MFS (famille SP) assurant une 

diffusion facilitée. Douze protéines GLuT ont été caractérisées (GLuT1 à 

GLuT12) (Joost & Thorens, 2001). 

Ces protéines présentent une expression tissu et/ou cellules spécifique et 

peuvent transporter différents solutés (glucose et fructose) avec des affinités 

différentes (Bell et al., 1993).  

� Des cotransporteurs sodium/glucose de type SGLT d’affinité et de spécificité 

différente, couplés au fonctionnement de la pompe Na+/K+ ATPase. Trois 

SGLTs ont été identifiés (Wright, 2001a). 

SGLT1 = transporteur de glucose et de galactose présentant une forte affinité 

(0,4mM pour le glucose). 

SGLT2 = transporteur de glucose avec une affinité plus faible (2mM).  

  SGLT3 = rôle variable selon les espèces (affinité pour le glucose de 6mM). 

 

b. Chez les Oiseaux  

 

Deux types de transporteurs ont pu être mis en évidence chez les Oiseaux (Kimmich 

& Randles, 1975 et 1976 ; Amat et al., 1996) : 

� Des transports de type GLuT. Ces protéines membranaires ont pu être 

identifiées chez plusieurs espèces (White et al., 1991 ; Wagstaff et al., 1995 ; 

Garriga et al., 1999). En 1999, Thomas-Delloye et ses collaborateurs ont ainsi 

mis en évidence trois transporteurs chez le canard musqué, Cairina 

moschata. L’un montrant une forte homologie avec GLuT1, l’autre avec 

GLuT5 et enfin un homologue de GLuT4 régulé par l’insuline. 

� Un transporteur de type SGLT, mis évidence au niveau intestinal chez le 

poulet (Garriga et al., 1999). 
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c. Chez les Téléostéens  

 

Deux systèmes de transport ont été mis en évidence (Reshkin & Ahearn, 1987a et 

1987b ; Ahearn et al., 1992) : 

� Une protéine de diffusion facilitée inhibée par la phlorétine et la 

cytochalasine B (Tse & Young, 1990 ; Young et al., 1994 ; Rodnick et 

al., 1997 ; Soengas & Moon, 1998 ; Teerijoki et al., 2000 et 2001), dont 

les caractéristiques sont différentes de celles du transport par les 

GLuTs (Wright et al., 1998 ; Legate et al., 2001).. 

� Un cotransport Na+/glucose sensible à la phlorizine. 

  

Des gènes codant pour des transporteurs de glucose de type GLuT exprimés 

principalement dans les muscles ont été mis en évidence chez la truite commune, Salmo 

trutta (Planas et al., 2000, avec une forte homologie avec GLuT4), chez la truite arc-en-ciel, 

Onchorhynchus mykiss (Teerijoki et al., 2000 ; Krasnov et al., 2001, type GLuT1 et 2) et 

chez la carpe commune, Cyprinus carpio (Teerijoki et al., 2001, type GLuT1 et 2). 

 

d. Chez les Amphibiens  

 

En 1989, Weber et ses collaborateurs ont montré l’existence d’un transporteur de 

glucose de type SGLT dans les ovocytes de Xenopus laevis. Les modalités fonctionnelles de 

ce transporteur sont cependant différentes de celles de ses homologues mammaliens. 

Comme le SGLT2 de Mammifère, il ne transporte pas le galactose mais la stoechiométrie du 

transport est identique à celle de SGLT1. Le SGLT de Xenopus laevis serait donc une 

chimère combinant les propriétés des transporteurs mammaliens SGLT1 et SGLT2. 

Un autre transporteur a été cloné et caractérisé chez Xenopus laevis (Nagata et al., 

1999). Il possède une affinité plus forte pour le myo-inositol que pour le glucose et ne permet 

pas le transport d’ions sodium en l’absence de sucre. Les caractéristiques de ce transporteur 

le rapprochent plutôt des transporteurs de type SMIT (transporteurs de myo-inositol) que des 

SGLT. Toutefois, les paramètres cinétiques, de même que la distribution tissulaire et 

l’organisation génomique de cette protéine montrent une ressemblance avec SGLT1. Il 

pourrait s’agir d’une seconde chimère. 

Récemment, une séquence d’une protéine homologue de GLuT1, appelée xGLuT1, a 

été identifiée chez le Xénope (Suzawa et al., 2007). Xenopus GLuT1 est formée du motif 

d'acides aminés (R-X-G-R-R) que l’on retrouve chez tous les membres de la famille des 

transporteurs de diffusion facilitée de type GLuT, ce motif détermine la topologie 
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membranaire requise pour l'activité de transport de sucre chez GLuT1 mais son activité n’a 

pas encore été testée. 

  

 3.2. Transport du glucose chez les Invertébrés 

a. Chez les Arthropodes  

 

Chez les insectes, un système de transport similaire à la diffusion facilitée des 

Mammifères a été mis en évidence (Drosophila melanogaster, Wang & Wang, 1993). Ce 

mode de transport montre une cinétique saturable et est inhibé par la cytochalasine B et la 

phlorétine mais pas par la phlorizine. En 1995, un gène présentant de fortes similitudes avec 

le gène humain GLuT3  a été mis en évidence (Martin et al., 1995). Ces auteurs ont montré 

que sa présence n’était pas indispensable au bon développement des individus, il ne s’agit 

donc pas d’un transporteur important. En 1999, un gène appelé DmGluT1 a été cloné et 

caractérisé chez la drosophile (Escher & Rasmuson-Lestander, 1999). Il code pour une 

protéine de 480aa de type GLuT1 (61% d’homologie) possédant la structure des 

transporteurs des MFS. A partir de la séquence de DmGluT1, les auteurs ont pu localiser 

trois autres gènes susceptibles de coder des transporteurs de glucose.  

Chez les Crustacés, des systèmes de transporteurs sodium dépendants ont 

également été identifiés au niveau de l’hépatopancréas (SGLT1L, Verri et al., 2001). Ils  

présentent 52 à 53% d’identité avec SGLT1 humain (Nagata et al., 1999). La diffusion vers le 

système sanguin fait intervenir un processus de diffusion facilitée (Ahearn & Maginniss, 

1977 ; Ahearn et al., 1985 ; Blaya et al., 1998). 

 

b. Chez les Plathelminthes et les Némathelminthes  

 

Des protéines de diffusion facilitée, proches des systèmes facilités déjà connus, ont 

été caractérisées chez différentes espèces (Schistosoma mansoni : Skelly et al., 1994 ; 

Taenia solium : Rodriguez Contreras et al., 1998). De plus, un gène codant pour une 

protéine de type GLuT1, CegluT1, a été identifié chez Caenorhabditis elegans sur la base 

d’homologies de séquences avec les GluTs d’autres espèces, en particulier avec la 

drosophile (Escher & Rasmuson-Lestander, 1999). 

 

c. Chez les Mollusques  

 

Chez les Mollusques Bivalves, des systèmes membranaires de transport du glucose 

ont été mis en évidence. Des mécanismes de diffusion facilitée et de cotransport 

sodium/glucose de type SGLT ont été décrits au niveau des épithéliums branchiaux et des 
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cellules de réserve chez Mytilus edulis (Zaba et al., 1981 ; Zaba & Davies, 1984 ; Pajor et al., 

1989 ; Wright et al., 1992 ; Louzao et al., 1993). Chez cette espèce, Lenoir (1989) a étudié 

les mécanismes d’entrée d’un analogue du glucose non métabolisé par les cellules, le 3-

ortho-méthyl-D-glucose dans une suspension de cellules vésiculeuses purifiées. Deux 

composantes de l’entrée du glucose ont été caractérisées, une composante de diffusion non 

saturable et une composante saturable avec la concentration en substrat qui est inhibée par 

la phlorétine, un inhibiteur non spécifique du transport facilité.  

Chez Crassostrea gigas, en 1974, Bamford et Gingles ont mis en évidence un effet 

stimulateur de la concentration extracellulaire en sodium sur l’entrée du glucose au niveau 

des tissus branchiaux. De plus, la séquence d’un transporteur de type SGLT a été identifiée 

en 2004 chez l’huître creuse par Huvet et ses collaborateurs (UMR PE2M). L’existence de 

protéines de type GLuT dans les cellules vésiculeuses de C. gigas a été également 

fortement suggérée par une étude immunocytochimique réalisée sur des coupes congelées 

de palpes labiaux et des cellules vésiculeuses dissociées, à l’aide d’anticorps polyclonaux 

anti-GluT4 de lapin (Sombe, 2001). 
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OBJECTIFS : 

L’objectif de ce travail de thèse est de préciser les mécanismes moléculaires de 

l'entrée du glucose dans les cellules vésiculeuses, cibles de mécanismes régulateurs. La 

capacité d'entrée est variable selon la période de l'année et fait appel à plusieurs types de 

transporteurs. Les constantes cinétiques de ces transporteurs ont été mesurées. La 

séquence de l'un d’eux, le SGLT, est d'ailleurs identifiée et permet le suivi quantitatif de son 

expression. Pour s'affranchir des difficultés liées aux changements permanents du statut 

métabolique des cellules vésiculeuses susceptibles de perturber l'étude de sa régulation, la 

technique de cryopréservation a été mise en oeuvre. Elle permet de disposer à n’importe 

quel moment de l’année d'une banque de cellules vésiculeuses dont les capacités 

métaboliques ont été étalonnées. La multiplicité des outils techniques développés pour 

appréhender le métabolisme glucidique a permis d'envisager des suivis saisonniers et de 

préciser les périodes de mise en réserve ou de mobilisation du glycogène et donc de cibler 

les phases clés d'inversion métabolique en lien direct avec les stades de développement de 

la gonade.  

En ce qui concerne la partie appliquée de ce travail, l'effet des conditions 

d'alimentation sur la mise en réserve a pu être appréhendé in vitro sur les suspensions de 

cellules isolées ou in vivo, en réalisant des conditionnements contrôlés de lots d'huîtres à 

différentes périodes pertinentes du cycle de stockage du glycogène. La disponibilité de 

souches d'huîtres résistantes R et sensibles S aux mortalités estivales, sélectionnées 

génétiquement dans le cadre du programme MOREST, a offert l'opportunité de préciser des 

différences de comportement de ces souches en terme de reproduction, de mise en réserve 

de glycogène et de réponse aux paramètres trophiques. 
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1. Animaux 

 

 Les huîtres creuses, de calibre 3 (dont la masse totale est comprise entre 

65 et 85 g), utilisées pour l’étude du métabolisme glucidique et de la cryopréservation de 

cellules de réserve de mollusque (chapitres 1 et 3), proviennent de l’entreprise ostréicole 

« La Tatihou GAEC » (Saint-Vaast-la-Hougue, 50) (famille LEFEVRE).  

 

 Pour les suivis saisonniers du métabolisme énergétique et l’effet des 

conditions trophiques sur la gestion des réserves du glycogène, les huîtres proviennent de 3 

lots distincts : 

Un premier lot appelé T (représenté en bleu) correspondant à un lot témoin. Ces 

animaux sont issus de captages naturels et élevés à Meuvaines (14) sur la base 

conchylicole de M. POURTIER (Grandcamp Maisy, 50). Ces huîtres ont été 

placées sur les parcs ostréicoles en Baie des Veys (Géfosse) à partir du mois de 

février 2005. 

Deux autres lots sélectionnés dans le cadre du programme 

MOREST (MORtalités ESTivales) ont été utilisés. Il s'agit 

respectivement des animaux R (résistants aux mortalités estivales, 

représentés en vert) et S (sensibles, représentés en rouge). Ces 

animaux sont issus de naissain d’écloserie et mis sur le site de la 

Baie des Veys (Géfosse) à l’âge de 18 mois en mars 2004. 

Les huîtres R et S sont issues d’une sélection génétique, basée sur leur résistance aux 

mortalités estivales. Une première génération d'huîtres creuses (G1) a été réalisée en 2001 

à partir d'un plan de croisement hiérarchisé par les mâles. Ces familles G1 ont été 

sélectionnées sur la base de leurs performances de survie en période estivale sur estran. 

Une seconde génération (G2) a ensuite été obtenue en 2002 par sélection divergente visant 

à améliorer ou diminuer la survie du naissain en période estivale. Des pools de familles 

sélectionnées sur la base de leur résistance ou de leur sensibilité ont alors été constitués.  

 

Dès leur réception, les huîtres sont placées en chambre réfrigérée, et sont 

disséquées dans les 24 heures. 

 

 

 

 

 

RR  SS  

TT  
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2. Expérimentation in vivo  

2.1. Suivi saisonnier sur estran 

Un suivi saisonnier a été mis en place pour les lots R, S et T aux différentes périodes 

clés du métabolisme énergétique ou de la gamétogenèse : en automne 2004, période de 

réinitiation de la gamétogenèse et de restructuration du tissu de réserve ; au printemps 2005, 

période de mobilisation des réserves au profit du développement des tubules gonadiques ; 

en été 2005, alors que les animaux sont à maturité sexuelle et que les réserves sont 

épuisées (Berthelin et al., 2000b).  

Les huîtres ont été placées sur le site de la Baie des Veys au niveau de la 

concession « MOREST » (Figure 25 ).  
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Figure 25. Localisation des huîtres de l’expérimentation sur la zone conchylicole de Grandcamp-
Maisy en Baie des Veys (50). 
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Les animaux ont été prélevés au début de chaque période de suivi (T0) puis après un 

mois (Tf) en fin de l’expérimentation. Le suivi des paramètres de température, de 

phytoplancton et de survie des huîtres sur le site a été effectué par l’équipe du Laboratoire 

Environnement Ressources de Normandie (L.E.R.N) de l’IFREMER Port-en-Bessin (Annexe 

III). 

 

2.2. Conditionnement artificiel 

Le Système Contrôlé d’Ambiance Marine (structure d’élevage en milieu contrôlé, 

(Figure 26 ) du Syndicat Mixte pour l’Equipement du Littoral (Blainville-sur-Mer, 50) permet 

de maintenir des animaux dans des conditions d’alimentation, de température et de salinité 

parfaitement contrôlées.  

 

 

 

 

 

Les animaux ont été placés en conditions de forte (A+) ou de faible alimentation (A-) 

pendant une durée d'un mois aux trois périodes de suivi sur le terrain. La disponibilité en 

phytoplancton (Skeletonema costatum) dans les conditions de forte alimentation (A+) a été 

maintenue à un niveau hyper-eutrophe (environ 120 000 cellules/mL) pendant toute la durée 

des conditionnements. Les huîtres, placées dans des conditions de faible alimentation (A-), 

ont été installées dans des cuves dont l’eau de mer est continuellement filtrée afin d’en 

éliminer toutes particules nutritives (1 µm de maille). La température et la salinité appliquées 

dans les bacs de conditionnement ont été ajustées à la température et à la salinité mesurée 

sur l’estran à la même période. Ces conditionnements ont été appliqués aux huîtres R et S 

du programme MOREST, ainsi qu’aux animaux témoins. Le déroulement de 

l'expérimentation pour chacun des trois lots est résumé dans la Figure 27 . 

Figure 26. Système Contrôlé d’Ambiance Marine du Syndicat Mixte pour l’Equipement du Littoral 
de Blainville-sur-Mer (50). 
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3. Mesures biométriques  

Les mesures biométriques sont effectuées sur 10 animaux pour chaque lot.  

Les coquilles sont débarrassées de leurs épibiontes par grattage puis elles sont 

mesurées à l’aide d’un pied à coulisse, pesées (poids total), puis ouvertes par la charnière. 

La chair est enlevée dans son intégralité de la coquille et égouttée pendant 15 minutes sur 

du papier absorbant disposé sur un plan incliné puis pesée (poids de chair). La coquille est 

séchée pendant 48h à l’étuve à 60°C, puis pesée (po ids sec de la coquille). La masse 

viscérale est disséquée et pesée (poids de la masse viscérale). La dissection de la masse 

viscérale consiste à ôter les palpes, les branchies, le muscle et les parties libres du manteau 

afin de n’obtenir au final que l’aire digestive entourée de l’aire gonadique et du manteau.  

 

4. Histologie 

4.1. Réalisation des coupes transversales d’huîtres 

Pour le suivi histologique, une section transversale de 5mm d’épaisseur est réalisée 

dans la masse viscérale (10 animaux par lot), à la base des palpes labiaux (Figure 28 ).  

 

 

 

 

 

Figure 27. Déroulement de l’expérimentation lors des trois saisons suivies. 
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4.2. Fixation, inclusion et coupe 

La section de la masse viscérale prélevée est ensuite fixée dans du liquide de 

Davidson (Annexe Ia ) pendant 48 heures à 4°C, puis déshydratée dans de s bains 

successifs d’éthanol de concentration croissante (70°, 95° puis 100°) (48 heures chacun) 

avant d’être placée dans du butanol. La section est alors imprégnée puis incluse dans de la 

paraffine. Des coupes de 3µm sont ensuite réalisées à l’aide d’un microtome et déposées 

sur des lames de verre. 

 

4.3. Coloration : Trichrome de Prenant Gabe (Gabe, 1968) 

La coloration des coupes histologiques est effectuée selon la technique du Trichrome 

de Prenant Gabe (Gabe, 1968) dont les solutions de coloration sont décrites en Annexe Ib . 

Les lames sont dans un premier temps déparaffinées dans deux bains de Roti-histol® 

de 5 minutes chacun, suivis de deux bains de 5 minutes dans l’éthanol absolu afin d’éliminer 

le Roti-histol®. Dans un second temps, les lames sont progressivement réhydratées dans un 

bain d’éthanol à 95° de 5 minutes puis un bain à 70 ° de 10 minutes. Après un rinçage dans 

de l’eau distillée, les lames sont placées dans la solution d’hématoxyline de Groat pendant 1 

minute afin de colorer les noyaux, rincées 2 fois dans l’eau distillée, puis incubées 8 minutes 

dans un bain d’éosine Y à 1 % et 1 minute d’un bain à l’acide phosphomolybdique à 1 %. 

Les coupes histologiques sont ensuite plongées dans du Vert lumière 0,2 % pendant 20 

secondes. 

Les préparations sont alors déshydratées dans deux bains successifs d’1 minute 

d’éthanol absolu, puis passées dans un bain de Roti-histol® de 5 minutes avant d’être 

montées d’une résine de type Depex® puis finalement séchées pendant 48 heures à 55°C.  

Figure 28. Anatomie de l’huître creuse (valve gauche creuse). 
Les doubles flèches indiquent le passage de la coupe transversale. 
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Les coupes histologiques sont ensuite observées au microscope photonique afin de 

déterminer le stade de gamétogenèse et de développement du tissu de réserve, le sexe des 

huîtres lorsque cela est possible, et de noter d’éventuelles informations complémentaires 

comme la présence de gamètes résiduels, de macrophages ou d’hémocytes invasifs.   

 

4.4. Analyse d’images  

L’acquisition d’images des coupes histologiques se fait à l’aide d’un scanner (Epson® 

2000). L’analyse quantitative des lames scannées est réalisée en utilisant le logiciel Vision 

Assistant® d’après le protocole mis au point par K. Costil (Royer et al., 2008). 

 

L’analyse informatique se déroule en trois étapes (Figure 29 ) : 

� L’établissement d’un masque sur l’image scannée pour isoler l’aire de 

référence, 

� L’illumination sélective dans les zones non masquées, 

� Le transfert sur Excel® des données, qui permet d’obtenir une valeur 

en pixels de la surface illuminée.  

 

 

 

Ainsi, sur chaque coupe sont mesurés : 

- La surface totale de la coupe (hors cavités) : SC 

- La surface de l’aire gonadique : SG 

- La surface des tubules gonadiques dans l’aire gonadique : ST 

 

Figure 29. Analyse quantitative d’une coupe histologique (Vision Assistant ®).  
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Ces mesures permettent ensuite de calculer : 

- le  pourcentage d’aire gonadique par rapport à la surface totale de la coupe 

(hors cavités) : % AG = (SG/SC) x 100 

- le pourcentage de tubules gonadique dans l’aire gonade-manteau : % TG = 

(ST/SG) x 100 

- le pourcentage de TR dans l’aire gonade-manteau par déduction du 

pourcentage précédant : % TR = 100 - % TG 

 

5. Dosages biochimiques 

 

 Dosage des protéines 

Le taux de protéines est estimé selon la méthode colorimétrique de Bradford (1976) 

en utilisant l’albumine sérique bovine comme référence (Annexe Ic ) et basé sur la liaison 

des protéines avec le bleu de Coomasssie. 

 

 Dosage de la glycémie 

Le glucose circulant dans l’hémolymphe est mesuré par la méthode de dosage 

colorimétrique du glucose décrite par Trinder (1969) à l’aide du kit de dosage Glucose assay 

kit (GO, Sigma®). Le protocole du dosage du glucose est présenté en Annexe Id . 

 

6. Préparation de la suspension cellulaire 

 

 Conditions de stérilité  

Le matériel de dissection ainsi que la verrerie sont autoclavés ; les différents réactifs 

sont stérilisés par filtration sur filtre Millipore 0,2 µm sous hotte stérile. 

 

 Dissection et dissociation  

Les huîtres sont placées sur un lit de glace dès leur ouverture. Les deux paires de 

palpes labiaux sont prélevées et rincées dans de l’eau de mer stérile puis dans 10 mL de 

milieu de culture L-15 Medium Leibovitz (Sigma®, Annexe Ie ) ; à 1100 mOsm/L (Lenoir, 

1989).  

Les palpes sont ensuite transférés dans 50 mL de milieu de culture L-15 additionné 

d’antibiotiques (Annexe If ) et contenant une enzyme protéolytique, la collagénase (0,1 % 

p/v) : ils sont finement émincés à l’aide de ciseaux fins ; puis la dissociation enzymatique se 

poursuit dans le milieu sous agitation douce pendant deux fois 30 minutes. Ces étapes sont 

effectuées sur la glace. 
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 Isolement des cellules vésiculeuses 

Après dissociation, les cellules sont filtrées sur toile à bluter (diamètre des mailles 

100 µm) puis centrifugées (80 g, 30 min, 15°C). Le culot contenant les cellules isolées est 

repris dans 5 mL de milieu et la concentration de la suspension cellulaire est estimée par 

comptage à l’aide d’une cellule de numération de Thoma. La concentration cellulaire est 

finalement ajustée en fonction des expérimentations réalisées : 50.106 cellules/mL pour les 

tests de cryoconservation et 5.106 cellules/mL pour les tests biologiques in vitro. A partir de 

cette étape, les cellules sont maintenues à 15°C. 

 

7. Tests biologiques in vitro  

 

 Estimation de la viabilité cellulaire 

La survie cellulaire est appréciée par le test MTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-

diphényl tétrazolium bromide) décrit par Mosmann (1983), adapté aux cellules d’organismes 

marins (Domart-Coulon et al., 1994) et mis au point sur les cellules de réserve chez 

Crassostrea gigas par Berthelin et ses collaborateurs (2000a). Ce test est basé sur une 

réaction enzymatique de réduction d’un sel de Tétrazolium jaune en Formazan bleu par les 

enzymes mitochondriales cellulaires.  

Les suspensions cellulaires sont incubées 24h en présence de MTT (Sigma®), puis 

les cristaux de formazan sont dissous après l’ajout d'HCl dilué à 0,04N dans l’Isopropanol 

(Annexe Ig) .  

Après centrifugation des échantillons et récupération du surnageant, la différence 

d’absorbance entre 570 et 630 nm, est mesurée au spectrophotomètre. Cette différence est 

directement proportionnelle au nombre de cellules vivantes mises en contact avec le MTT. 

 

 Mesure in vitro  du transport du glucose dans les cellules vésiculeuses 

L’entrée du glucose dans des cellules à glycogène a déjà été étudiée chez la moule 

(Mytilus edulis) par Lenoir en 1989. Le protocole a été adapté aux cellules vésiculeuses de 

l’huître creuse. 

 

Les cellules vésiculeuses dissociées sont incubées dans des tubes Eppendorf® de 

1,5 mL. Chaque condition d’incubation fait l’objet de six réplicats. 

Chaque microtube contient : 

� 500 µL de suspension cellulaire (concentration définie, la concentration 

standard est de 5.106 cellules/mL) 

� 50 µL de [U-14C] D-glucose (0,5 µCi) (MP-Biomedicals Inc.) 



Matériel et Méthodes 

   56 

Figure 30.  Etude in vitro de l’entrée du glucose dans les cellules vésiculeuses.  
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� 50 µL de D-glucose (concentration définie, la concentration standard 

est de 0,5 mM) 

� 50 µL d’effecteur (concentration définie) ou milieu L-15 

 

Les deux solutions de glucose sont préparées dans du milieu L-15. Les tubes sont 

incubés à 15°C. L’incubation est stoppée par additi on de 300 µL d’une solution de glucose à 

20 mM, concentration saturante qui bloque l’entrée du [U-14C] D-glucose dans les cellules. 

Après centrifugation (80 g, 10 min, 15°C), le culot  de cellules vésiculeuses est rincé trois fois 

par centrifugation dans 1 mL de milieu L-15 contenant 20 mM de glucose de manière à 

éliminer le glucose radioactif extracellulaire.   

Le culot cellulaire obtenu à l’issue du dernier lavage est alors repris dans 200 µL 

d’acide perchlorique 15 % qui provoque l’éclatement des cellules et la libération du contenu 

cellulaire dans le surnageant. La mesure de la radioactivité se fait sur la totalité du lysat 

cellulaire dans 4 mL de liquide de scintillation (Wallac®). Le comptage s’effectue à l’aide d’un 

compteur à scintillation avec un standard interne permettant une correction de quenching 

(Packard®) (Figure 30 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Une série de tubes témoins (T0) préparée en bloquant l’incubation immédiatement 

après l’ajout du glucose radioactif permet d’évaluer le bruit de fond global de l’expérience. 

Cette quantité de radioactivité mesurée n’est pas due à une activité métabolique des cellules 

mais correspond aux molécules radioactives fixées à la membrane cellulaire entraînée avec 

elle lors de leur précipitation. Cette valeur T0 est retranchée à chaque valeur de comptage 

mesuré pour les lots cellulaires qui ont incubé en présence de glucose.   

Un témoin sans cellule (T0C) permet d’évaluer la radioactivité résiduelle retenue par le 

matériel utilisé et les constituants chimiques de l’incubation ; un second témoin, sans 

radioactivité (T0R), indique le bruit de fond du compteur à scintillation ; enfin, un témoin de 
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radioactivité (TT), sans cellules et sans rinçage, permet de vérifier la quantité totale de 

radioactivité utilisée au départ.  

 

 Mesure in vitro  de la capacité d’incorporation du glucose dans le 

glycogène dans les cellules vésiculeuses 

Les cellules vésiculeuses dissociées sont incubées dans des tubes à hémolyse 

stériles de 5 mL. Chaque condition d’incubation fait l’objet de six réplicats. 

 

Chaque tube contient : 

� 500 µL de suspension cellulaire (2,5 millions de cellules) 

� 50 µL de [U-14C] D-glucose (0,5 µCi) (MP-Biomedicals Inc.) 

� 50 µL de D-glucose (0,5 mM) 

 

Les deux solutions de glucose sont préparées dans du milieu L-15. Les cellules sont 

incubées à 15°C pendant 20 heures.  

Les cellules sont ensuite transférées dans des microtubes Eppendorf® de 1,5 mL, 

centrifugées (1000 g, 10 min, 15°C) pour les faire éclater et ainsi libérer le glycogène 

intracellulaire. 300 µL du surnageant de chaque tube sont transférés dans un tube à 

hémolyse contenant 5 mg de glycogène froid (100 µL), afin d’entraîner le glycogène 

néosynthétisé par les cellules. 4 mL d’éthanol absolu froid sont additionnés dans chaque 

tube de manière à précipiter le glycogène. Après 20 heures d’incubation à l’abri de la lumière 

et à 4°C, les tubes sont centrifugés (2500 g, 10 mi n, 4°C). Le culot est morcelé dans 3 mL 

d’éthanol glucosé au vortex puis centrifugé (2500 g, 10 min, 4°C). Ce rinçage est réalisé trois 

fois, le culot est finalement égoutté puis séché à température ambiante avant d’être 

solubilisé dans 500 µL d’eau bidistillée. 

La mesure de la radioactivité s’effectue sur 200 µL de suspension diluée dans 4 mL 

de liquide de scintillation (Wallac®). La radioactivité émise par les échantillons est mesurée à 

l’aide d’un compteur à scintillation avec un standard interne permettant une correction de 

quenching (Packard®). 

Une série de témoins (T0) est préparée en bloquant l’incubation immédiatement après 

l’ajout du glucose radioactif afin d’évaluer le bruit de fond global de l’expérience. D’autres 

contrôles sont réalisés en parallèle : un témoin sans cellule (T0C), un témoin, sans 

radioactivité (T0R), et un témoin de dose de radioactivité (TT).  
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8. Cryopréservation des cellules vésiculeuses 

 

 Ajout des cryoprotecteurs 

Quatre solutions cryoprotectrices ont été préparées en diluant les cryoprotecteurs 

dans l’Alsever (Annexe Ih ) : DMSO (D), éthylène glycol (EG), glycérol (G) et un mélange 

nommé DGE composé de DMSO / glycérol / éthylène glycol (Annexe Ii ). 

Les cellules vésiculeuses dissociées selon le protocole décrit précédemment sont 

réparties dans des ampoules de congélation de 1,5 mL (cryotubes) à raison de 600 µL de 

suspension cellulaire à 50.106/mL par tube. Les agents cryoprotecteurs sont 

progressivement ajoutés aux suspensions cellulaires en respectant les étapes répertoriées 

dans le tableau 3   afin d’éviter aux cellules de subir un choc osmotique violent. Ces étapes 

sont réalisées à température ambiante pour faciliter une pénétration du cryoprotecteur dans 

les cellules (Poncet et al., 2002).  

 

 

 Volume (µL) 
Temps 

d’incubation 

Concentration du 

cryoprotectant 

Suspension cellulaire 600   

Etape 1 

Etape 2 

Etape 3 
Cryoprotecteur 

Etape 4 

60 

96 

150 

300 

10 min 

5 min 

5 min 

10 min 

10 % 

20 % 

33 % 

50 % 

Volume final 1206   

 

 

 Décongélation et dilution progressive 

Les cryotubes sont extraits de l’azote liquide. Une décongélation rapide s’effectue 

dans un bain-marie à 37°C, le contenu du cryotube e st immédiatement transféré dans un 

tube de 15 mL stérile, et progressivement dilué avec de l’Alsever comme indiqué dans le 

tableau 4 .  

Les tubes subissent une centrifugation (80 g, 30 min, 15°C) et les cellules sont 

finalement reprises dans 6 mL de milieu L-15. 

 

 

 

 

Tableau 3. Augmentation de la concentration de la solution cryoprotectrice par doses successives. 
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 Volume (µL) 
Temps 

d’incubation 

Concentration du 

cryoprotectant 

Suspension cellulaire 1100  50 % 

Etape 1 

Etape 2 

Etape 3 
Alsever 

Etape 4 

220 

440 

1100 

7700 

3 min 

3 min 

5 min 

10 min 

41 % 

31 % 

19 % 

5 % 

Volume final 10560   

 

 

9. Expression quantitative des SGLT 

 

 Prélèvement des échantillons biologiques 

Les palpes labiaux et l’aire gonade-manteau sont disséqués sur des animaux 

fraîchement ouverts, puis immédiatement plongés dans l’azote liquide et stockés à -80°C 

jusqu’à l’extraction des ARN totaux. 

 

 Extraction et quantification des ARN totaux 

Le matériel est préalablement traité au DEPC 0,02 % puis autoclavé afin d’éliminer le 

risque de contamination par des RNAses. La paillasse et la centrifugeuse sont 

soigneusement nettoyées avant chaque manipulation pour éviter toutes contamination des 

échantillons. 

L’extraction est réalisée sur des fragments de tissus congelés à -80°C puis finement 

broyés dans l’azote liquide (palpes labiaux et aire gonade-manteau, 100 mg par échantillon). 

Les ARN totaux sont extraits dans 1 mL de réactif Extract-All® (EUROBIO) (mélange de 

thiocyanate de guanidine et de phénol) et 0,2 mL de chloroforme. Après centrifugation à 

10000 g pendant 15 minutes à 4°C, la phase aqueuse est prélevée et les acides 

ribonucléiques sont précipités par addition 0,5 mL d’isopropanol froid. Après centrifugation 

(10000 g, 10 min, 4°C), le culot est rincé à l’étha nol 75°, séché puis repris dans 200 µL d’eau 

traitée au DEPC 0,02 %. 

La qualité des ARN totaux est contrôlée par électrophorèse sur gel d’agarose 1% 

dans un tampon TAE (40 mM Tris, 20 mM acide acétique, 2 mM EDTA, ajusté à pH 8,5) 

contenant 100 ng/mL de bromure d’éthidium. Les ARN totaux sont quantifiés par une mesure 

spectrophotométrique à 260 nm (une unité d’absorption optique (A260nm) correspond à une 

Tableau 4. Etapes de dilution progressive de la suspension cellulaire avec l’Alsever. 
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concentration en ARN de 40µg/mL). La pureté des ARN extraits est évaluée par le ratio des 

absorbances à 260 nm et 280 nm. Un rapport compris 1,8 et 2 atteste d’un degré de pureté 

optimal des ARN. 

Les ARN totaux sont traités à la DNAse I (Déoxyribonucléase I, Sigma®) qui digère 

l’ADN génomique contaminant : le mélange réactionnel (10 µL au total) contient 1 µL de 

DNAse I (1U/µL), 1 µL de tampon de réaction 10x (10 mM Tris-HCl ; pH 7,5 ; 10 mM CaCl2 

et 10 mM MgCl2) et 1 µg d’ARN totaux. Après une incubation de 15 minutes à température 

ambiante, la digestion est stoppée par addition de 1 µL de solution Stop (50 mM EDTA), les 

tubes sont portés à 70°C pendant 10 minutes pour dé naturer les ARN, puis les ARN totaux 

sont immédiatement placés dans la glace. 

 

 Transcription inverse 

Les ADNc simple brin sont synthétisés à partir d’un microgramme d’ARN totaux 

préalablement dénaturés à 70°C pendant 5 minutes à partir des amorces Oligo-dT (500 ng). 

La rétrotranscription est effectuée en présence de 20 U RNasin (Promega®), de dNTP (5 mM 

de chaque) et 200 U de transcriptase inverse MuMLV-RT (Murine Moloney Leukemia Virus – 

Reverse Transcriptase ; Promega®) dans le tampon approprié pendant 1 heure à 37°C. La 

réaction est ensuite stoppée par incubation à 70°C pendant 15 minutes. 

 

 PCR quantitative en temps réel (real time qPCR) 

o Principe : 

Le principe de PCR quantitative est schématisé en Annexe Ij .  

La technique de PCR quantitative en temps réel est basée sur la détection et la 

quantification d’un traceur fluorescent : l’augmentation du signal fluorescent est directement 

proportionnelle à la quantité d’amplicons générés pendant la réaction de PCR. La 

fluorescence émise lors de chaque cycle permet de suivre la réaction PCR durant sa phase 

exponentielle d’amplification où la première augmentation significative de la quantité 

d’amplicons est en corrélation directe avec la quantité initiale de la matrice cible. 

Pour la détection des amplicons, la sonde fluorescente utilisée est le SYBR Green I 

(SYBR Green Supermix Biorad®). Cette sonde se fixe à l’ADN double brin permettant alors 

de visualiser l’augmentation de la fluorescence lors de la phase d’élongation (Morrison et al., 

1998). L’émission de la fluorescence est mesurée à la fin de chaque étape d’élongation pour 

chacun des cycles par un microspectrofluorimètre couplé au thermocycler qui permet de 

détecter l’augmentation de la quantité d’ADN amplifié durant la réaction (Bustin, 2000).  

La normalisation des données est une étape importante et sensible de la 

quantification en PCR temps réel (Bustin, 2002). En effet, la fiabilité de chaque mesure peut 

être améliorée en introduisant un étalon interne constant. Ce gène "de ménage" doit 
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permettre de compenser les biais dus à une variabilité des étapes d’extraction, traitement 

DNase, transcription inverse et PCR (Pfaffl & Hageleit, 2001). La quantification d’un ARNm 

endogène ubiquitaire (β-actine, gène de référence : AF026063 ; Cadoret et al., 1999) est 

donc réalisé en parallèle de l’amplification du gène cible (SGLT, gène cible : AAT44356 ; 

Huvet et al., 2004).  

 

Tableau 5. Séquence et numéro d’accession GenBank des amorces utilisées en PCR temps réel pour 
les tissus d’huître Crassostrea gigas. 
 

 
Gène 

Numéro 

d’accession  
Amorce sens Amorce antisens 

Gène de 

référence  

β-

actine 
AF026063 5’-GCCCTGGACTTCGAACAA-3’ 5’-CGTTGCCAATGGTGATGA-3’ 

Gène 

cible 
SGLT AAT44356 5’-GAGGTGATGGCCTGGATG-3’ 5’-CGGAAGGCTGTGTGTCCT-3’ 

 

L’expression du gène d’intérêt est mesurée selon une méthode de quantification 

relative (Pfaffl, 2001) qui consiste à exprimer le niveau d’ARNm d’un gène cible en relatif par 

rapport à un ARN contrôle. Le niveau d’ARN du gène référent est mesuré parallèlement à 

celui du gène cible pour chaque expérimentation. Le cycle seuil (Ct) est le nombre de cycles 

requis pour atteindre un signal d’émission de fluorescence significativement plus élevée que 

le bruit de fond (Gibson et al., 1996).  

Le calcul des quantités relatives (QR) entre le transcrit du gène cible et le transcrit du 

gène de référence basé sur la comparaison des cycles seuils (Pfaffl, 2001 ;  Pfaffl et al., 

2002), est donné par la formule du ∆Ct : 

 

QR = 2(Ct gène référent- Ct gène cible) 

 

o Protocole : 

La PCR quantitative en temps réel est effectuée dans des plaques de 96 puits à l’aide 

d’un appareillage Icycler (Biorad®).  

Lors des réactions de qPCR, les ADNc sont déposés en triplicat pour le gène cible 

(SGLT : AAT44356 ; Huvet et al., 2004) ainsi que le gène de référence (β-actine : AF026063 

; Cadoret et al., 1999). Différents témoins sont effectués sur la même plaque : les 

échantillons traités à la DNase et non rétro-transcrits pour détecter une éventuelle 

contamination par l’ADN génomique, un témoin négatif (eau) pour chaque couple d’amorce 

pour vérifier une éventuelle contamination des réactifs ou la formation de dimères 



Matériel et Méthodes 

   62 

d’amorces. L’efficacité entre les plaques de PCR est validée par la mesure du Ct d’un même 

échantillon d’ADNc contrôle déposé sur chaque plaque. 

Chaque puits contient un volume total de 15 µL, 5 µL d’une dilution au 1/5ème d’ADNc 

rétrotranscrits à partir de 1 µg d’ARN totaux traités à la DNAse, 0,3 mM de chaque amorce 

(sens et antisens), 10 nM de fluorescéine (utilisé pour corriger la variabilité de fluorescence 

due aux erreurs de pipetage en attribuant un coefficient à chaque puits : well factor) et le mix 

de PCR Qiagen 1x (Quantitect SYBR Green PCR kit) contenant l’ADN polymérase, les 

dNTPs, un tampon et le SYBR Green I. 

Les amorces retenues (Tableau 5 ) pour amplifier une partie des messagers du SGLT 

et d’actine ont été dessinés à partir des données de séquences (Huvet et al., 2004) selon les 

recommandations générales fournies par Biorad® de façon à limiter la formation de dimères 

d’amorces pendant la réaction de polymérisation en chaîne (amplicon court 75 à 150 pb, 30 

à 70 % d’oligonucléotides Guanine-Cytosine, température de fusion supérieure à 60°C, taille 

des amorces entre 18 et 20 pb) en évitant les zones de structures secondaires ainsi que les 

successions d’un même nucléotide (3 au plus). 

Le protocole d’amplification comprend une phase d’activation de l’ADN polymérase à 

95°C pendant 15 minutes, 45 cycles avec une phase d e dénaturation de 30 secondes à 

95°C puis les phases d’hybridation des amorces et d ’élongation regroupées en une seule 

étape à 60°C pendant une minute. Enfin une étape de  décrémentation de température par 

pas de 0,5°C toutes les 10 secondes (de 95°C à 55°C ) permet l’établissement d’une courbe 

de fusion des produits obtenus après amplification afin de vérifier la spécificité des amplicons 

en la comparant avec la température de fusion expérimentale. 

 

10. Analyse des résultats 

 

 Traitement statistique des résultats 

Les résultats sont exprimés par la moyenne des séries expérimentales ± S.E.M pour 

un nombre d’échantillon = n. Pour la comparaison entre deux variables, la significativité 

statistique est déterminée par le test t de student, avec un seuil de confiance < 0,05 (*), 0,01 

(**) ou 0,001 (***). 
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I. CARACTERISATION DU TRANSPORT DU GLUCOSE  : IMPLICATION DE 

TRANSPORTEURS MEMBRANAIRES  

 

INTRODUCTION 

 

L'entrée du glucose à travers la membrane cellulaire représente un des plus 

importants systèmes de transport de nutriments dans les cellules puisque l'énergie fournie 

par le métabolisme du glucose joue un rôle capital dans le maintien de l'homéostasie et 

donc, de la survie cellulaire. De nombreuses études ont cherché à déterminer les voies 

d’entrée de cette molécule, ainsi que celles d’autres sucres, dans les cellules.  

Depuis l’identification du cotransport de Na+ et de glucose en 1965 par Crane, 

différentes techniques ont été utilisées dans le but d’étudier le mécanisme qui permet de 

coupler le transport de deux solutés de façon efficace. Le cotransporteur Na+/glucose SGLT1 

a d’abord été étudié dans des tissus intacts à partir des années 1960, puis les vésicules de 

membrane en bordure en brosse ont été intensivement utilisées dans les années 1970 et 

1980. Cloné en 1987 par Hediger et ses collaborateurs, il est exprimé dans différents 

systèmes d’expression dont les ovocytes de Xenopus laevis. En général, les cotransports qui 

ont été étudiés présentent un certain nombre de caractéristiques communes reliées aux 

mécanismes et aux modèles cinétiques qui les représentent. Les cotransporteurs ont une 

stoeichiométrie fixe, le transport s’effectue toujours dans le sens prévu par la somme des 

gradients électrochimiques de chaque espèce transportée, les affinités pour un substrat 

peuvent dépendre de la présence des autres substrats et être différentes de chaque côté de 

la membrane. 

Le transporteur de glucose GluT1 est quant à lui la première isoforme des 

transporteurs facilités de glucose à être caractérisé dans les cellules de mammifères 

(Silverman, 1991). Grâce au criblage de banques d’ADNc de foie, de muscle et d’autres 

tissus chez l’Homme avec la sonde GluT1 d’autres membres de cette famille ont été 

désignés (Joost & Thorens, 2001). Les transporteurs GLuTs identifiés chez les vertébrés 

présentent des homologues chez des invertébrés comme Drosophila melanogaster et 

Caenorhabditis elegans (Escher & Rasmuson-Lestander, 1999) possédant une bonne 

conservation de séquence même entre des espèces phylogénétiquement éloignées, ce qui 

semble indiquer une origine évolutive précoce et une importance fonctionnelle de ces 

transporteurs. 
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Le premier objectif de ce travail de thèse est d’étudier les mécanismes cellulaires et 

moléculaires du transport du glucose dans les cellules vésiculeuses chez Crassostrea gigas 

afin de mieux comprendre la régulation du métabolisme de la cellule de réserve, unité de 

base de la mise en réserve énergétique et de mobilisation du glycogène chez l’huître creuse. 

Les caractéristiques anatomiques de l’huître (présence d’une coquille hermétique et d’un 

système lacunaire de circulation) rendent difficiles les injections et les expérimentations in 

vivo. La réalisation d’expérimentations in vitro sur des cellules isolées semblent donc une 

alternative chez cet animal. 

L’une des techniques, couramment présentée dans la littérature pour caractériser les 

systèmes de transport du glucose, consiste à réaliser des cinétiques d’entrée de cette 

molécule ou de l’un de ses analogues non métabolisables dans des préparations d’organes, 

de tissus, de vésicules membranaires artificielles ou de suspensions cellulaires afin de 

déterminer si le glucose pénètre dans la cellule par un autre mécanisme que la diffusion 

simple (Tableau 6 ). 

 

 

 

 
Modèle 

Glycémie 

(mM) 

Tissu ou type 

cellulaire 

Traceur 

radioactif 

Incub

ation 
Vmax  

Km  ou 

Kmapp  
Inhibition Références 

C
ar

ci
nu

s 

m
ae

na
s 

0,1-0,3 Branchies 
[3H] 3-O-Me-

Glucose 

2 min 

 

0,47 

µM/min x g 

de poids 

sec 

5,5 mM 

80 % avec 

phlorétine. 

 

Welcomme & 

Devos, 1993 

Lüschen et al., 

1993 

P
en

ea
us

 

ja
po

ni
cu

s 

 
Cellules du bord de 

manteau et de 

l’hépatopancreas 

[3H] D-

Glucose  
15 sec 

5,4 ± 0,76 

nmol/min x 

mg 

protéines 

0,15 ± 

0,04 mM 

80 % avec 

phlorizine à 5 

mM. 

Verri et al., 2001 

review 

bord de manteau et 

hépatopancreas 

[3H] D-

Glucose 

 

 0,62 mM Phlorizine. 

Verri et al., 2001 

review  

Ahearn et al., 

1985 

 

Cellules F isolées 

Elutriation E--R ou 

F--B  

Cellules R isolées  

Cellules B isolées 

Cellules E isolées 

[3H] D-

Glucose  

1 min 

1 min 

 

1 min 

2 min 

3 min 

3,16 ± 0,93 

nmol/min x 

mg 

protéines 

2,36 ± 

1,51 mM 
 

Verri et al., 2001 

review  

Ahearn et al., 

1985  

C
ru

st
ac

és
 

H
om

ar
us

 a
m

er
ic

an
us

 

1,1-1,4 

ARNm injecté dans 

des ovocytes de 

Xénopes 

[3H] D-

Glucose 
30 min 

4,62 ± 0,12 

pmol/ovocyt

e x 30 min 

0,47 ± 

0,04 mM 

Elevée avec 

la phlorizine. 

Mandal et al., 

2003 

Tableau 6. Etudes des mécanismes de transport du glucose chez des organismes marins. 
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M
ac

ro
ba

ch
iu

m
 r

os
en

be
rg

ii  

Intestin 
[3H] D-

Glucose 

 

0,15 

nmol/min x 

mg 

protéines 

0,17 mM 

37 % avec D-

Gal à 5 mM. 

45 % avec 3-

O-M-Glc à 5 

mM. 

68 % avec 

cyto B à 10 

µM Ki = 3,6 

µM. 

Ahearn & 

Marginnis, 1977 

Branchies 
[14C] D-

Glucose 
1 min   

Glc = αM-D-

Glc > D-Gal. 

pas d’effet du 

3-O-M-Glc, 

du fructose et 

du 2-Deoxy-

D-Glc. 

Bord de manteau 

et branchies 

[14C] D-

Glucose 
1 min 

0,48 ± 

0,084 

nmol/min x 

mg 

protéines 

3 ± 1 µM 

Glc = αM-D-

Glc > D-Gal. 

pas d’effet du 

3-O-M-glc, du 

fructose et du 

2-Deoxy-D-

Glc. 

Pajor et al., 1989 

Livingstone & 

Clarke, 1983 

M
yt

ilu
s 

ed
ul

is
 

0,5-1,5 

Cellules à 

glycogène isolées 

[14C] 3-O-

Me- D-

Glucose 

1mM 

30-45 

min et 

2h 

11,2 nmol/h 

x 106 

cellules 

7,5 mM 
Phlorétine à 

0,3 mM 
Lenoir, 1989 

Branchies 
[14C] D-

Glucose 
1 min 

0,23 ± 0,03 

nmol/min x 

mg 

protéines 

9 ± 1 µM 

Glc = αM-D-

Glc > D-Gal. 

pas d’effet du 

3-O-M-Glc, 

du fructose et 

du 2-Deoxy-

D-glc.                     

phlorizine Ki 

= 153 nM 

Pajor et al., 1989       

M
ol

lu
sq

ue
s 

M
yt

ilu
s 

ga
llo

pr
ov

in
ci

al
is

 

 

Cellules du 

manteau isolées 

[3H] D-

Glucose 
10 min 

37,92 nmol/ 

h x 106 

cellules 

3,6 mM  
Louzao et al., 

1993 

 

La mesure de l’entrée en fonction de sa concentration extracellulaire permet de 

déterminer si le transport présente ou non une composante saturable, c'est-à-dire si les 

protéines interviennent ou non dans le transport (Figure 31 ). 
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Lorsque la cinétique de saturation a été mise en évidence, le type de transport 

impliqué (diffusion facilitée ou transport actif secondaire ou primaire) doit être déterminé. 

Cette caractérisation peut-être menée via des expériences d’entrée du glucose en présence 

d’inhibiteurs spécifiques ou d’analogues compétiteurs (Tableau 7 ), ou en faisant varier les 

concentrations extracellulaires en un ion donné (Na+ ou K+ par exemple) afin d’en changer le 

gradient transmembranaire. La cytochalasine B est un inhibiteur spécifique de transport 

facilité de type GLUT, son effet est réversible (Czech et al., 1973) et il est compétitif sur la 

sortie du glucose. Le site de fixation de la cytochalaisne B se situe au niveau des résidus 

388 à 412 localisés aux extrémités endofaciales des 2 canaux de la protéine (Zuniga et al., 

2001). La phlorizine, un β-glucoside, inhibe de manière spécifique les cotransports 

Na+/glucose de type SGLT (Colombo & Semenza, 1972). Elle est fréquemment utilisée 

depuis les années 1960 dans les expérimentations de cinétique enzymatique (Giraldez & 

Larralde, 1960 ; Diedrich, 1961) et sa constante d’inhibition est de l’ordre de 4-10 µM. Par 

ailleurs, l’absence d’effet du voltage sur le taux de dissociation de la phlorizine sur le 

transporteur a amené Toggenburger et ses collaborateurs (Toggenburger et al., 1978) à 

poser l’hypothèse que le complexe phlorizine-Na+-cotransporteur soit neutre. Novakova et 

ses coauteurs (2001) ont quant à eux formulé l’hypothèse que les résidus 604 à 610 

formaient une partie du site de liaison de la phlorizine. 

 

 

 

 

 

 

 

Concentration en substrat 

V
ite

ss
e 

de
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én
ét

ra
tio

n 

Figure 31. Caractérisation de la composante saturable. 
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Inhibiteurs et autres traitements Type de 
transport Nom Effet Références 

2-Deoxy-D-Glucose  

 

analogue du glucose transporté 
uniquement par les transporteurs 
facilités 

Janicot & Lane, 1989       
Thorens, 1993      
Nagata & Ichikiwa, 1995  

D-Fucose = 6-deoxy-
D-Glucose 

 

analogue non phosphorylable dérivé 
du 2-deoxy-D-Glucose 

Eisenthal et al., 1989 

Cytochalasine B 

 

inhibiteur spécifique de transport 
facilité de type GLUT, effet 
réversible, compétitif sur la sortie, 
site de fixation : résidus 388 à 412 
localisés aux extrémités 
endofaciales des 2 canaux.  

Kletzien & Perdue, 1973   
Czech et al., 1973  
Krupka, 1985     
King et al., 1991 
Pinkofsky et al., 2000 
Mannerström et al., 2003  

Phlorétine 

 

inhibiteur compétitif de l'entrée du 
glucose, spécifique des cotransports 
sodium indépendants, se fixe sur les 
systèmes de diffusion facilitée de 
type GLUT, son effet est réversible 

Czech et al., 1973  
Krupka, 1985 

Diffusion 
facilitée 

3-O-Methyl-D-Glucose  

 

substrat pour transport facilité, non 
phosphorylé par l'hexokinase, non 
métabolisable, pas transporté par 
les SGLT2 et SGLT3 

Janicot & Lane, 1989 
Wright, 2001a 

α-Methyl-D-Glucose 

  

substrat pour les cotransports de 
glucose mais pas pour diffusion 
facilitée 

Hediger et al., 1987  
Weber et al., 1989   
Nagata & Ichikawa, 1995 

β-Methyl-D-Glucose 
substrat pour les cotransports de 
glucose mais pas pour diffusion 
facilitée, affinité faible 

  

D-galactose 

 

substrat pour les symports 
H+/hexose (perméases des 
procaryotes) et SGLT 1 

Pao et al., 1998 

Cotransport 
Na+/glucose 

Phlorizine 

 

beta glucoside, inhibiteur spécifique 
des cotransports Na+ dépendants 

Czech et al., 1973 
Wright et al., 1992    
Louzao et al., 1993  
Nagata et al., 1995    
Ehrenkranz et al., 2005, 
pour revue 

D-glucose 

 

compétiteur direct   

Diffusion 
facilitée et 

Cotransport 
Na+/glucose 

Glucosamine 

 

dérivé de la chitine, interfère dans la 
voie de synthèse de l'insuline 
(compétiteur avec les glucokinases, 
provoque la diminution de l'insuline 
et l’augmentation du taux de 
glucose intracellulaire) 

Agius & Stubbs, 2000 

Tableau 7. Inhibiteurs et analogues permettant la caractérisation des modes de transports du D-
glucose. 
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Cette étude sur la caractérisation du transport du glucose dans les cellules 

vésiculeuses chez l’huître Crassostrea gigas a pour objectif de répondre à différentes 

questions :  

 

- Comment le glucose est-il transporté dans les cellules vésiculeuses par rapport aux 

systèmes déjà décrits dans la littérature ? 

- Quels sont les paramètres de l’entrée du D-glucose dans les cellules de réserve ? 

- Quelle est la vitesse d’entrée ? L’affinité des transporteurs pour le substrat ? 

- Quels sont les facteurs pouvant faire varier la capacité d’entrée du glucose ?    

- Quels sont les systèmes de transport présents sur la membrane plasmique ? 
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RESULTATS  

1. Glycémie dans l’hémolymphe 

La glycémie a été dosée dans l’hémolymphe prélevée dans la région péricardique de 

l’huître C. gigas (Tableau 8 ), sur des pools de 3 animaux (n=4).  

 

Tableau 8. Dosage de la glycémie dans l’hémolymphe de Crassostrea gigas  

 Glycémie (mM ± écart-type) 

06/07/06 0,164 ± 0,052 

09/10/06 0,072 ± 0,038 

08/12/06 0,034 ± 0,014 

30/03/07 0,101 ± 0,054  

 

 

Les valeurs de glycémie se situent dans une fourchette comprise entre 0,03 et 0,17 

mM. La glycémie est plus élevée en été qu’en automne et en hiver. Les forts écart-types sont 

dus à d’importantes variations interindividuelles.   

 

 

2. Préparation des suspensions de cellules vésiculeuses dissociées  

Les cellules vésiculeuses sont préparées à partir de palpes labiaux. 

L’estimation de la concentration cellulaire a été réalisée selon trois approches 

comparées sur une même suspension cellulaire :  

- Comptage cellulaire sur cellule de Thoma. 

- Test M.T.T. de survie cellulaire.  

- Dosage Bradford de protéines. 

 

Les résultats sont reportés en Figure 32 . 
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La différence de densité optique mesurée par le test MTT (Figure 32a ) et la quantité 

de protéines (Figure 32b ) augmentent linéairement (R²>0,98) en fonction de la concentration 

cellulaire, ce qui permettra d’exprimer les résultats d’entrée soit en fonction de la quantité de 

protéine, soit en fonction du nombre de cellules vivante (MTT). 

Les deux méthodes de quantification sont donc validées mais le test MTT sera 

préféré au dosage de protéines dans la mesure où il permet de quantifier les cellules ayant 

conservé une activité mitochondriale. 

 

Figure 32. Estimation de la concentration cellulaire selon deux approches : 
 (a) Mesure de la différence d’absorbance (entre 630 et 570 nm) en fonction du nombre 
de cellules vésiculeuses (en millions par mL). Temps d’incubation avec le MTT de 24 
heures. 
(b) Dosage protéique en fonction du nombre de cellules vésiculeuses (en millions par 
mL).  
 

 

b 
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3. Transport du glucose dans les cellules vésiculeuses : approche in vitro  

3.1. Choix du traceur radioactif 

Deux radiotraceurs, utilisés couramment dans les études des voies métaboliques du 

glucose, ont été testés sur les cellules de palpes labiaux dissociées : le [U-14C] D-glucose 

(conditionné dans 20 %  d’éthanol) et le [U-14C] 3-O-méthyl-D-glucose (préparé dans 20 % 

d’éthanol) (Figure 34 ). Le transport du glucose est estimé en nmol/ 106 cellules. 
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Seul le D-glucose permet une mesure significative de l’entrée dans les conditions de 

l’expérimentation. Le [U-14C] 3-O-méthyl-D-glucose a été écarté des études de transport du 

glucose in vitro : son entrée est trop faible pour réaliser des études de cinétique.  

Figure 33. Corrélation entre le test MTT et la quantité protéique d’une préparation de 
cellules vésiculeuses dissociées. 
 

Figure 34. Entrée du [U-14C] D-glucose et du [U-14C] 3-O-méthyl-glucose dans les cellules de 
palpes labiaux dissociées. 
Les résultats sont exprimés en nmoles de glucose entrées par 106 cellules ±  écart type (n=6). Le traceur [U-14C] D-
glucose a été dilué avec du D-glucose à 1 mM et le [U-14C] 3-O-méthyl-glucose avec du 3-O-méthyl-glucose à 1mM. 
15/07/04 
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3.2. Entrée du D-glucose en fonction de la concentration cellulaire 

L’entrée du glucose a été suivie en fonction de la concentration cellulaire pour un 

temps d’incubation d’une heure à 0,5 mM de glucose extracellulaire (Figure 35 ). 
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Les résultats obtenus montrent que l’entrée du D-glucose est directement 

proportionnelle à la quantité de cellules vivantes présentes dans le milieu d’incubation. La 

concentration cellulaire retenue est de 5 millions de cellules.mL-1. En effet, cette 

concentration cellulaire permet d’obtenir une entrée significative par rapport au témoin de 

bruit de fond mais reste compatible avec la réalisation de séries expérimentales multiples et 

de 6 réplicats par points. 

  

3.3. Cinétique d’entrée du glucose 

 Cinétique d’entrée du D-glucose dans les cellules de palpes labiaux : 

La cinétique d’entrée du D-glucose a été réalisée en mesurant l’entrée du glucose 

dans les cellules vésiculeuses en fonction du temps (Figure 36 ). 

Figure 35. Transport du [U-14C] D-glucose en fonction de la concentration cellulaire (en 
millions de cellules par mL).  
Les résultats sont exprimés en nmoles de glucose entrées par 106 cellules ±  écart type (n=6).  
Incubation d’1 heure en présence de 0,5 mM de D-glucose et de 0,5 µCi de [14C] D-glucose. 
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La vitesse d’entrée est maximale au moins pendant la première heure de réaction 

correspondant à l’état stationnaire. Elle diminue ensuite très légèrement après, à partir de 3 

heures d’incubation pour une concentration extracellulaire de D-glucose de 1 mM, sans 

toutefois avoir atteint de saturation nette à 6 heures. 

 

 Effet de la concentration extracellulaire de glucose sur la cinétique 

d’entrée du D-glucose : 

L’effet de la concentration extracellulaire de D-glucose sur son entrée en fonction du 

temps a été testé pour trois concentrations (0,25 mM, 1 mM et 5 mM) (Figure 37 ). 
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Figure 36. Cinétique d’entrée du [U-14C] D-glucose (1 mM) dans les cellules de palpes 
labiaux dissociées. 
Les résultats sont exprimés en nmoles de glucose entrées par 106 cellules ±  écart type (n=6).  
06/02/04 

Figure 37. Cinétique d’entrée du [U-14C] D-glucose dans les cellules de palpes labiaux 
dissociées pour trois concentrations extracellulaires de glucose. 
Les résultats sont exprimés en nmoles de glucose entrées par 106 cellules ±  écart type (n=6).  
15/07/04 
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L’entrée du D-glucose dans les cellules apparaît comme un phénomène saturable 

pour les valeurs élevées de la concentration en substrat. La vitesse d’entrée augmente avec 

la concentration de glucose. A 5 mM, une saturation est atteinte après 3 heures d’incubation, 

autour de 0,3 nmol/106 cellules. Cette saturation apparaît plus tardivement pour les 

concentrations plus faibles. 

 

 Effet de la température sur la cinétique du transport du D-glucose : 

L’effet de la température sur l’entrée du glucose en fonction du temps est représenté 

en Figure 38 . 
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A 25°C, l’entrée est plus élevée qu’aux plus faible s températures mais elle semble 

atteindre un plateau au bout de 15 minutes d’incubation. A 5°C, l’entrée du glucose est 

linéaire mais reste très faible même après 24 heures d’incubation. 

A 15°C, l’entrée de glucose dans les cellules disso ciées de palpes labiaux apparaît 

linéaire (R²=0,9533) et atteint un niveau suffisant pour réaliser les suivis de transport du 

glucose. 

 

 

3.4.  Effet de la concentration du glucose sur l’entrée du glucose  

La capacité d’entrée du glucose dans les cellules vésiculeuses a été mesurée en 

faisant varier la concentration extracellulaire en D-glucose (Figure 39 ).  

Figure 38. Cinétique d’entrée du [U-14C] D-glucose (0,5 mM) dans les cellules de palpes 
labiaux dissociées en fonction de la température. 
Les résultats sont exprimés en nmoles de glucose entrées par 106 cellules ±  écart type (n=6).  
04/10/06 
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Le transport du glucose dans les cellules vésiculeuses apparaît comme un 

phénomène saturable qui atteint une vitesse maximale pour des valeurs élevées en substrat 

(D-glucose) (Figure). Ce mécanisme peut être découpé en deux composantes : 

- une composante de diffusion  

- une composante saturable avec la concentration en substrat 

 

La composante linéaire non saturable de diffusion, soustraite du transport total, 

permet de déduire la composante saturable. Les données ont été analysées selon trois 

transformations utilisées couramment dans les études cinétiques enzymatiques : 

a- La représentation de Lineweaver-Burk (Figure 40 ) donne 1/V en fonction de 1/S 

b- La représentation de Woolf et Hanes (Figure 41 ) donne S/V en fonction de S 

c- La représentation de Eadie et Hofstee (Figure 42 ) donne V en fonction de V/S 

 

L’expression graphique de ces trois représentations permet de déterminer les valeurs 

des constantes Km et Vmax exprimé soit en nmoles/h/106 cellules, soit en nmoles/min x mg de 

protéines, comme on le trouve parfois dans la littérature. 

 

 a- Km = 0,516 mM   Vmax = 0,176 nmoles/h/106 cellules 

      Vmax = 23,47 nmoles/min x mg de protéines 

 b- Km = 0,994 mM   Vmax = 0,252 nmoles/h/106 cellules 

 Vmax = 33,6 nmoles/min x mg de protéines 

 c- Km = 0,717 mM   Vmax = 0,226 nmoles/h/106 cellules 

      Vmax = 30,13 nmoles/min x mg de protéines 
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Figure 39. Effet de la concentration extracellulaire en D-glucose sur le la vitesse d’entrée du [U-14C] 
D-glucose dans les cellules vésiculeuses.  
Deux composantes distinctes sont mises en évidence : une diffusion simple et une composante saturable dépendante de la 
concentration. 
 Les résultats sont exprimés en nmoles de D-glucose entrées en une heure par 106 cellules (n=6).  
26/04/06 
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Figure 40. Détermination de Vmax et de Km  de la composante saturable du transport du [U-14C] D-
glucose dans les cellules vésiculeuses selon la méthode de Lineweaver-Burk.  
V = vitesse d’entrée du D-glucose en nmoles/h/106 cellules 
S = concentration extracellulaire en D-glucose exprimée en mmoles/litre. 
26/04/06 
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Figure 41. Détermination de Vmax et de Km  de la composante saturable du transport du [U-14C] D-
glucose dans les cellules vésiculeuses selon la méthode de Woolf et Hanes.  
V = vitesse d’entrée du D-glucose en nmoles/h/106 cellules 
S = concentration extracellulaire en D-glucose exprimée en mmoles/litre. 
26/04/06 
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3.5.  Mise en évidence de différents systèmes de transport du glucose 

Deux inhibiteurs spécifiques de l’entrée du glucose ont été choisis d’après leur effet 

décrit dans la littérature : 

 La cytochalasine B  inhibe les transports facilités de type GLuT, et son 

effet est réversible (Czech et al., 1973). 

 La phlorizine , un β-glucoside, inhibe de manière spécifique les 

cotransports Na+/glucose de type SGLT (Colombo & Semenza, 1972). 

 

3.5.1. Effet de la cytochalasine B  

La capacité d’entrée du glucose dans des cellules vésiculeuses a été mesurée en 

présence de cytochalasine B à des concentrations variant entre 0 et 500 µM après 3 heures 

d’incubation (Figure 43 ) à 15°C pour une concentration cellulaire de 5.10 6 de cellules par 

mL.   

Vmax = 0,226 nmoles/h/106 cellules 
Km = 0,717 mM 

Vmax /Km 

Vmax 

Figure 42. Détermination de Vmax et de Km  de la composante saturable du transport du [U-14C] D-
glucose dans les cellules vésiculeuses selon la méthode de Eadie et Hofstee.  
V = vitesse d’entrée du D-glucose en nmoles/h/106 cellules 
S = concentration extracellulaire en D-glucose exprimée en mmoles/litre. 
26/04/06 
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L’entrée du D-Glucose est inhibée de façon dose dépendante par la cytochalasine B. 

Jusqu’à 10 µM, l’inhibiteur n’occasionne pas de mortalité cellulaire et entraîne une diminution 

de l’entrée de 54,25 % ± 16,19. Cette concentration a été retenue pour les expérimentations 

de suivies de l’effet de la cytochalasine B. 

La constante de dissociation de l’inhibiteur Ki  mesure l’efficacité de l’inhibition par la 

cytochalasine B lorsque la capacité d’entrée est diminuée de moitié et peut être calculée à 

partir de la transformation logarithmique de ces données : 

 

Ki cytochalasineB = 2,16 µM 

 

 

 

Figure 43. Effet de la cytochalasine B sur le transport du [U-14C] D-glucose dans les 
cellules de palpes labiaux dissociées. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de D- glucose entré ±  écart type (n=6).  
La concentration de cytochalasine B varie entre 0 et 500 µM (0, 0,2, 0,5, 1, 5, 10, 50, 100 et 500) alors que la 
concentration de D-glucose est maintenue à 0,5 mM. 
Le temps d’incubation est de 3 heures. 
Ki = 2,16 µM. 
10/05/04 
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3.5.2. Effet de la phlorizine  

La capacité d’entrée du glucose dans des cellules vésiculeuses a été mesurée en 

présence de phlorizine à des concentrations variant entre 0 et 10 mM après 3 heures 

d’incubation (Figure 44 ) à 15°C pour une concentration cellulaire de 5.10 6 de cellules par 

mL.   
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A 1 mM, l’inhibition exercée par la phlorizine a atteint un plateau autour de 68,57 % ± 

5,37. A cette concentration, le suivi de la survie a montré que la phlorizine n’entraîne pas de 

mortalité significative. Cette concentration sera donc retenue pour les expérimentations 

ultérieures de suivi de l’entrée. 

La transformation logarithmique de l’effet de différentes concentrations de la 

phlorizine sur la capacité d’entrée du glucose permet d’obtenir la constante d’inhibition Ki : 

 

Ki phlorizine = 0,22 mM 

Figure 44. Effet de la phlorizine sur le transport du [U-14C] D-glucose dans les cellules de 
palpes labiaux dissociées. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de D- glucose entré ±  écart type (n=6).  
La concentration de phlorizine varie entre 0 et 10 mM (0, 0,005, 0,1, 1 et 10) alors que la concentration de D-
glucose est maintenue à 0,5 mM. 
Le temps d’incubation est de 3 heures. 
Ki = 0,22 mM. 
08/04/04 
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3.5.3. Effet de la concentration extracellulaire de D-glucose en présence de la 

cytochalasine B et de la phlorizine sur l’entrée du glucose 

 

 L’effet de la concentration extracellulaire de D-glucose en présence de 10 µM de 

cytochalasine B ou de 1 mM de phlorizine est présenté dans la Figure 45 . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Les deux inhibiteurs réduisent l’entrée du glucose mais l’effet de la phlorizine est plus 

marqué dans les faibles concentrations de glucose.  

 Pour chaque inhibiteur, une transformation des résultats selon la méthode de Eadie 

Hofstee a été réalisée en représentant V en fonction de V/S.  

 L’intersection avec l’axe des ordonnées donne la valeur de la vitesse maximale Vmax 

et l’intersection avec l’axe des abscisses permet de calculer la constante d’affinité apparente 

Kmapp à partir de la formule Vmax/Kmapp.  

 Pour la cytochalasine B, bien que l’inhibition soit faible, la transformation a été 

réalisée et les résultats sont donnés en Figure 46.   

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45. Effet de la cytochalasine B (10 µM) et de la phlorizine (1 mM) sur la vitesse d’entrée du 
D-glucose dans les cellules dissociées de palpes labiaux (composante saturable)en fonction de la 
concentration du D-glucose extracellulaire.  
V = vitesse d’entrée du D-glucose e nmoles/h/106 cellules 
S = concentration extracellulaire en D-glucose exprimée en mmoles/litre. 
Le temps d’incubation est d’une heure. 
26/04/06 
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 Les profils des deux droites (témoin et cytochalasine B, Figure 46 ) montrent qu’elles 

possèdent une Vmax identique, mais des constantes Km différentes. La cytochalasine B inhibe 

de manière compétitive le transport du glucose, c'est-à-dire que cet inhibiteur ne modifie pas 

la vitesse maximale de transport du glucose mais l’affinité des transporteurs de glucose à 

celui-ci. 

 Le calcul des constantes donne les valeurs suivantes : 

 Kmapp = 0,726 mM Vmax = 0,173 nmoles/h/106 cellules 

    Vmax = 23,06 nmoles/min x mg de protéines 

 Ces données permettent de calculer la constante d’inhibition de la cytochalasine B, 

donnée par la formule : 

 K i  = ( Km x [I] ) / (  Kmapp  - Km )    

avec Kmapp = 0,726 mM et Km =  0,516 mM  

 

K i cytochalasineB = 24,57 µM 

 

 

 

Figure 46. Effet de la cytochalasine B (10 µM) sur la vitesse de transport du [U-14C] D-
Glucose (composante saturable) dans les cellules de palpes labiaux dissociées. 
Détermination de Vmax et de Kmapp  de la composante saturable du transport du [U-14C] D-
glucose dans les cellules vésiculeuses selon la méthode de Lineweaver-Burk.  
Le temps d’incubation est de 1 heure. 
V = vitesse d’entrée du D-glucose e nmoles/h/106 cellules 
S = concentration extracellulaire en D-glucose exprimée en mmoles/litre. 
26/04/06 

Vmax = 0,173 nmoles/h/106 cellules 
Km app = 0,726 mM 

-1 /Kmapp 

1/Vmax 



Chapitre I. Caractérisation du transport du glucose 
 

   84 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

-4 -2 0 2 4 6 8 10 12

1/S

1/
V

1 mM phlorizine

témoin

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Les profils des deux droites en Figure 47  (témoin et phlorizine) montrent qu’elles possèdent 

une Vmax identique, mais des constantes d’affinité Km différentes. La phlorizine se comporte 

comme un inhibiteur compétitif, c'est-à-dire qu’il n’influence pas la vitesse maximale d’entrée 

mais modifie la constante d’affinité apparente au substrat. 

 

 Le calcul des constantes donne les valeurs suivantes : 

 Kmapp = 3,849 mM Vmax = 0,166 nmoles/h/106 cellules 

    Vmax = 22,13 nmoles/min x mg de protéines 

 Ces données permettent de calculer la constante d’inhibition de la phlorizine, donnée 

par la formule :  

 K i  = ( Km x [I] ) / (  Kmapp  - Km )    

avec Kmapp = 3,849 mM et Km = 0,516 mM  

 

K i phlorizine = 0,154 mM 

 

 

Figure 47. Effet de la phlorizine (1 mM) sur la vitesse de transport du [U-14C] D-glucose  
(composante saturable) dans les cellules de palpes labiaux dissociées. Détermination de 
Vmax et de Km  de la composante saturable du transport du [U-14C] D-glucose dans les 
cellules vésiculeuses selon la méthode de Lineweaver-Burk.  
Le temps d’incubation est de 1 heure. 
V = vitesse d’entrée du D-glucose e nmoles/h/106 cellules 
S = concentration extracellulaire en D-glucose exprimée en mmoles/litre. 
26/04/06 

Vmax = 0,166 nmoles/h/106 cellules 
Km app = 3,849 mM 
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3.5.4. Effet des analogues du glucose sur le transport du D-glucose 

L’effet de plusieurs analogues du D-glucose a été testé sur l’entrée. Ces analogues 

ont été choisis en fonction de leur effet compétiteur sur les différents systèmes d’entrée 

(Tableau 6 ). Ces analogues sont utilisés à forte concentration (5 mM), l’entrée étant 

mesurée dans les conditions suivantes : [glucose] = 0,5 mM, incubation d’une heure à 15 °C. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de compétition sur l’entrée et sont reportés en 

Figure 48 . 
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Le 2-deoxy-D-Glucose, le D-fucose (dérivé de 2-deo-D-Glc) et le 3-O-méthyl-D-

Glucose montrent un effet de compétition élevé.  

La glucosamine provoque une diminution du transport du D-glucose de l’ordre de 

44,2 % ± 11,2. 

Le D-galactose, un substrat des cotransports de type SGLT1, bloque environ 33% du 

transport du glucose.  

L’α-méthyl-D-glucose et le β-méthyl-D-glucose, tous deux des substrats pour les 

cotransports de glucose, n’entrent pas ou faiblement en compétition avec le transport du D-

Glucose. 

 

Figure 48. Effet de différents analogues du glucose sur le transport du [U-14C] D-glucose 
dans les cellules de palpes labiaux dissociées. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de compétition sur le transport du D- glucose ±  écart type (n=6).  
Compétition de 5 mM de chaque analogues sur 0,5 mM de D-glucose : D-glucose (D-Glc), ou 2-deoxy-D-
glucose (2-deo-D-Glc), ou 3-O-methyl-D-glucose (3-O-Me-D-Glc), ou glucosamine, ou D-fucose, ou D-galactose, 
ou alpha-methyl-D-glucose (alpha-Me-D-Glc), ou beta-Me-D-glucose (beta-Me-D-Glc).  
Le temps d’incubation est de 1 heure. 
Test student (P<0,05*, P<0,01** et P<0,001***), significativité calculée par rapport au témoin d’entrée en 
l’absence d’analogue. 
06/04/06 

*** 

*** 

*** 
*** 

*** 
** 

* 
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3.5.5. Effet de la concentration du sodium sur le transport du D-glucose 

 Les systèmes (enzymes ou transporteurs) ayant un fonctionnement coopératif (cas 

des SGLT : cotransport Na+/glucose) peuvent être caractérisés d’après le modèle de Hill 

(1910), basé sur l’équation suivante : 

 

E + nS            ESn 

 soit une protéine E formée de n sous-unités qui peuvent chacune lier une molécule S, où S représente 

la concentration en sodium dans le cas des cotransports de type SGLT et n correspondant au coefficient 

de coopérativité. 

 

 La représentation de V en fonction de S est appelée courbe de Hill. Elle est sigmoïde 

et sa forme dépend du degré de coopérativité (n, appelé constante de Hill). La vitesse du 

système est donnée par l’équation de Hill : 

 

V0 = Vmax x [S]n / (Kh + [S]n)  

 

où n correspond au coefficient de Hill et Kh est la constante de dissociation indiquant la concentration de 

substrat à mi saturation. 

 

 Les valeurs de n et Kh peuvent être déterminées expérimentalement à partir de la 

représentation V en fonction de [S] (Figure 49 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 49. Effet de la concentration extracellulaire en Na+ sur le transport du [U-14C] D-
glucose dans les cellules de palpes labiaux dissociées. 
Les résultats sont exprimés en nmoles de glucose entrées par heure et  par 106 cellules ±  écart type (n=6).  
Jmax = 0,0215 nmol/h/106 cellules et KNa = 72,5 mM 
25/10/06 
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----------------MAVAGTELEWGDILVIIGYFVVVIAVGIASSCRN 
 
-RGSVGGYFLAGRSMHWIPVGLSLFASNIGSGHFVGLAGSGASNGIGVAV 
                 
FELNAIFILMMLGWLFVPVYVAAGVFTMPEYLKKRFGDSRIRVYLSVLAL 
 
LLYVFTKISADLFSGALFILRTFKGFDLYLAIIILLIIAALFTITGGLTA 
 
VIWTDSIQVLIMVIGAFILMVMSFVRVGGYEEVVRRFFEAYPNTTLLNYN 
 
NASYPYWKCGIPPENSMNLVRAYDDGSLPWPGIFFGLTISSVWYWCSDQV 
 
IVQRALAAKNIANVKAGTILAGYLKFTPLFLIVFPGMMSRILFPDTVGCA 
 
DPDICERECGSRSGCTNIAYPDLVIEVMPAGLRGLMLSVMMSALISSLTS 
 
IFNSTSTIFTIDIYKRIRTHANDVELMIVGRLCVLVLVGISIAWIPVVQN 
 
VS--ELFHYIQAITSFLAPPVCAVYVLAVFWKRTNEPGAFYGLMIGLVVG 
 
LTRFIWEYAYSVPACGESGDNRPDIIKKVHYLHFGIILFAIVFFCTIIIS 
 
LLTPPIPEKCLHRLTFWGRFDTAEREDIDAEKDQKELEKRKHKVAFKNFA 
 
HVEEGQPIYKTALQWICGVEKMEAAIELTEEQQKALERKQNSIHESKNQK 
 
IVTSVNAVILMTLAVFLWGFYA  

La courbe sigmoïdale nous a permis d’estimer la KNa = 72,5 mM et Vmax = 0,0215 

nmol/h/106 cellules. Le coefficient de Hill a pu être calculé et équivaut à environ 3,74. Sa 

valeur est supérieure à 1, ce résultat indique que la réaction est bien de type coopératif. 

C'est-à-dire que le transport du sodium provoque l’augmentation de l’affinité des 

transporteurs de glucose pour celui-ci. 

  

4. Expression de SGLT  

4.1. Séquence SGLT 

La topologie de la séquence protéique de SGLT de Crassostrea gigas (AAT44356) a 

tout d’abord été déterminée à partir des bases de données disponibles (Figure 50 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La protéine SGLT de Crassostrea gigas est formée de 653 acides aminés et est 

constituée de 14 hélices transmembranaires. Son poids moléculaire est de 72 kDa, 

l’extrémité N-terminale est extracellulaire.   

extracellulaire transmembranaire intracellulaire 

Figure 50. Topologie de la séquence protéique de SGLT de Crassostrea gigas (AAT44356).  
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Le pourcentage d’identité de cette protéine avec les autres membres de la famille des 

SGLTs a été mesuré suite à la réalisation d’un BLAST à partir des banques de données 

moléculaires disponibles sous Swissprot (Tableau 9 ). 

 

Tableau 9. Pourcentage d’identité entre la séquence protéique de SGLT de l’huître 

(AAT44356.1) avec les séquences disponibles dans les bases de donnée Swissprot (ExpasY). 

 

Séquence Protéine Modèle % 
d'identité 

P13866 SGLT 1  Homme 53% 

P53791 SGLT 1  Mouton 53% 

P11170 SGLT 1 Lapin 52% 

P53790 SGLT 1 Rat 53% 

P53792 SGLT 2 Rat 52% 

Q923I7 SGLT 2  Souris 51% 

P31639 SGLT 2  Homme 51% 

P26430 cotransport sodium/ nucléoside Lapin 50% 

Q8C3K6 SGLT 1 Souris 52% 

P31636 SGLT 3 Cochon 50% 

P26429 SGLT 1 Cochon 50% 

Q9NY91 SGLT 3 Homme 48% 

Q9ET37 SGLT 3 Souris 49% 
 

 

La protéine SGLT de Crassostrea gigas présente une identité élevée avec les trois 

types de SGLT identifiés chez les mammifères. Le pourcentage d’identité le plus élevé est 

obtenu avec le SGLT1 humain (53 %). L’alignement multiple (CLUSTALW) de SGLT 1, 2, 3 

et SGLT de Crassostrea gigas permet de localiser les zones les mieux conservées (Annexe 

II). 

 

Un arbre phylogénétique basé sur l’alignement de 35 transporteurs de la famille 

SGLT a été réalisé en calculant les distances phylogénétiques par le programme Phylip 

(Figure 51 ). D’après les résultats, la protéine SGLT de Crassostrea gigas se révèle être 

proche des protéines de cotransport glucose sodium dépendant. 
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4.2. Mesure de l’expression de SGLT dans différents tissus et organe de l’huître 

L’expression quantitative des transporteurs de type SGLT par PCR en temps réel a 

été mesurée sur les ARNm des échantillons de différents tissus de l’huître (Figure 52 ).  

Figure 51. Position de la protéine de SGLT de Crassostrea gigas dans l’arbre phylogénétique 
basé sur l’alignement des séquences de 30 transporteurs homologues de la famille SGLT. Le 
calcul des distances phylogénétiques est réalisé selon le modèle Phylip (Felsenstein, 1989). La 
longueur des branches reflète le degré de différences des séquences. 
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Les résultats montrent une expression dans les différents tissus extraits, avec des 

niveaux d’expression variables d’un tissu à l’autre. L’expression est maximale dans la glande 

digestive et plus faible dans les autres tissus. Il est à noter que tous ces tissus contiennent 

des cellules vésiculeuses. L’expression de SGLT est plus faible dans la gonade et non 

mesurable dans les hémocytes. 
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Figure 52. Expression quantitative des ARNm de SGLT mesurée par technique de PCR 
en temps réel dans différents tissus d’huître. 
Prélèvement des échantillons en avril 2006. 
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PRINCIPAUX RESULTATS  
 
 
� L’entrée du D-glucose est directement proportionnelle à la quantité de cellules dans 

les conditions des tests in vitro. 

� L’entrée du D-glucose au cours du temps est lente, la vitesse d’entrée est maximale 

pendant la première heure puis diminue légèrement sans toutefois atteindre de 

saturation nette dans les conditions d’expérimentation. 

� L’entrée du D-glucose dans les cellules apparaît comme un phénomène saturable 

pour les valeurs élevées de la concentration en substrat.  

� La température module l’entrée du D-glucose : à faible température l’entrée est 

ralentie tandis qu’à une forte température le transport est accéléré. 

� Le transport du glucose dans les cellules vésiculeuses est caractérisé par deux 

composantes : une composante de diffusion et une composante saturable avec la 

concentration en substrat. Les constantes michaëliennes de la composante saturable 

ont été déterminées : Km = 0,717 mM et Vmax = 0,226 nmoles/h/106 cellules. 

� La cytochalasine B inhibe légèrement l’entrée du glucose dans les cellules 

vésiculeuses, suggérant l’existence de perméases de type GLuT. Cette inhibition est 

variable : en mai 2004 : Ki cytochalasineB = 2,16 µM, et en avril 2006 : Ki cytochalasineB = 24,57 

µM. 

� La phlorizine se comporte comme un inhibiteur compétitif et suggère la présence de 

cotransports de type SGLT dans les cellules vésiculeuses. (en avril 2004 : Ki phlorizine = 

0,22 mM, et en avril 2006 : Ki phlorizine = 0,15 mM). 

� L’effet de différents analogues du D-glucose sur son entrée confirme que le transport 

dans les cellules vésiculeuses fonctionne grâce à différents systèmes présents 

simultanément.  

� L’effet de la concentration extracellulaire en sodium sur la vitesse d’entrée est 

conforme à la représentation sigmoïdale de Hill. La transformation de Hill donne KNa 

= 72,5 mM, Vmax = 0,0215 nmoles/h/106 cellules et n = 3,74. 

� La mesure de l’expression de SGLT par PCR en temps réel montre une variabilité 

selon les tissus. Les SGLTs sont majoritairement présentes dans la glande digestive, 

mais également dans les autres tissus contenant des cellules vésiculeuses. 
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DISCUSSION 
 

Le premier objectif défini dans le cadre de ce travail concerne l’étude de l’entrée du 

glucose dans la cellule vésiculeuse, étape limitante pour la suite du processus de mise en 

réserve du glycogène. Pour caractériser cette entrée dans les conditions physiologiques, il 

importait en premier lieu de connaître les paramètres du métabolisme cellulaire, et tout 

particulièrement la glycémie de l’huître.  

 

 La glycémie  

La glycémie est un paramètre complexe à déterminer. Les données bibliographiques 

sont encore imprécises dans ce domaine. La technique choisie dans cette étude et utilisée 

pour mesurer la concentration de glucose circulant chez l’huître est délicate car celle-ci 

nécessite de ponctionner de l’hémolymphe dans la région péricardique, zone fragile qui ne 

doit pas être mise en contact avec l’eau de mer contenue dans l’animal. Le volume 

d’hémolymphe prélevé par animal est relativement faible. De plus, les échantillons ne 

doivent en aucun cas être dilués à cause de la très faible teneur en glucose dans 

l’échantillon brut initial. Il est donc nécessaire de réaliser des pools de plusieurs animaux afin 

d’avoir suffisamment d’échantillon pour réaliser le dosage selon le protocole inspiré des 

travaux de Trinder, (1969), décrit en Annexe Id . Les résultats obtenus (Tableau 8 ) 

présentent de forts écart-types liés à l’importante variabilité interindividuelle mais également 

à cause de la technique de prélèvement peu précise.  

Au sein d’un même phylum, des animaux occupant le même habitat et possédant le 

même mode de vie peuvent montrer une glycémie très différente. Par exemple chez les 

crustacés, la concentration en glucose circulant dosée avec le même protocole chez 

l’écrevisse américaine, Orconectes limosus, est de 0,03 mM tandis que chez l’écrevisse de 

Louisiane, Procambarus clarkii, la glycémie atteint 0,9 mM (Tableau 10 ).  

 

 

 

Modèle biologique Glycémie (mM) Référence  

Orconectes limosus 0,03-0,19 mM Keller & Orth, 1990 

Cancer borealis 0,05-0,49 mM Glowik et al., 1997 

Carcinus maenas 0,1-0,3 mM Lüschen et al., 1993 

Mytilus edulis 0,5-1,5 mM Livingstone & Clarke, 1983 

Penaeus monodon 0,77-1,39 mM Hall & Van Ham, 1998  

Cancer pagurus 0,8 mM Webster, 1996 

Procambarus clarkii 0,9 +/-0,2 mM Garcia et al., 1993 

 

Tableau 10. Valeur de la glycémie chez différents organismes marins référencés 
dans la littérature. 
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La concentration de glucose circulant mesurée chez Crassostrea gigas est plus faible 

que celle dosée chez la moule Mytilus edulis (Livingstone & Clarke, 1983) mais cette 

différence est certainement liée à un métabolisme énergétique très différent entre ces deux 

espèces. 

La glycémie mesurée dans l’hémolymphe de C. gigas montre des variations 

saisonnières. Celle-ci est plus élevée en période estivale (0,17 mM) puis elle décroît 

significativement en automne (0,07 mM, test t de student : p= 0,034) puis en hiver (0,034 

mM, test t de student : p= 0,042). Un dosage réalisé en 2005 par Hamano et al. présente un 

profil identique mais les variations observées par les auteurs ne sont pas significativement 

différentes.  

La variation saisonnière du taux de glucose circulant peut-être rapprochée du cycle 

reproducteur de l’huître creuse. Pendant l’été, l’huître est en période de reproduction, son 

métabolisme nécessite une source importante en énergie rapidement métabolisable pour 

répondre à son état physiologique. Tandis qu’en automne et en hiver, l’animal est en repos 

sexuel, les besoins énergétiques pour le métabolisme général sont plus faibles. 

 

 L’estimation de la concentration cellulaire  

 L’estimation de concentration cellulaire dans la suspension est un point essentiel 

pour comparer les expérimentations et vérifier leur reproductibilité. 

 Le comptage sur cellule de Thoma permet d’estimer rapidement la concentration 

cellulaire mais est plus ou moins précis selon la concentration au départ. De plus, il ne tient 

pas compte de la survie et de l’état physiologique des cellules. Il en est de même pour le 

dosage de protéine, simple à réaliser mais qui ne donne pas d’information sur la survie 

cellulaire. Le test MTT basé sur l’activité mitochondriale est quant à lui un test fonctionnel 

permettant de dénombrer les cellules vivantes. Il constitue de ce point de vue un outil 

intéressant bien que les données de survie ne soient disponibles qu’au bout de 24 heures de 

réaction. La colinéarité des trois méthodes permet néanmoins un ajustement constant entre 

les valeurs du test MTT et le nombre de cellules vivantes, ou bien la quantité de protéines. 

 D’un point de vue pratique, la répartition en plaque est donc basée sur un 

dénombrement réalisé à la cellule de Thoma à 5.106 cellules par mL (soit 2,5.106 cellules par 

puits) et les résultats d’entrée sont corrigés ultérieurement en fonction des résultats du MTT. 

Enfin, le dosage de protéines reste nécessaire car dans la littérature les valeurs des 

constantes d’entrée sont souvent exprimées en fonction de la quantité de protéines. 

 Mais le problème de l’hétérogénéité de la suspension cellulaire demeure. La 

technique de dissociation de la suspension cellulaire sur gradient de percoll a également été 

envisagée. Toutefois, cette technique présente un certain nombre d’inconvénients. D’une 

part, la technique est longue à réaliser, elle nécessite plusieurs passages par centrifugation 
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qui risque d’endommager l’intégrité cellulaire. D’autre part, le percoll est relativement toxique 

pour les cellules. Enfin, elle est justifiée dans le cas d’un tissu mixte comme par exemple 

l’aire gonadique formée à la fois de tubules gonadiques et du tissu de réserve. Mais le 

rendement de dissociation de ce tissu n’est pas constant, il est plus faible en fin de 

gamétogenèse. En période de maturation sexuelle, les suspensions de cellules vésiculeuses 

sont contaminées par des gamètes qui rendent alors difficile la purification de ces cellules 

(Heude-Berthelin, 2000). C’est pourquoi, il a semblé préférable de limiter les étapes de 

préparation de la suspension cellulaire en choisissant un tissu formé d’une population 

cellulaire relativement homogène comme les palpes labiaux.  

 

 Dans le but d’étudier les modes d’entrée du glucose chez Crassostrea gigas, il a été 

nécessaire de mettre au point un test biologique permettant l’étude de l’entrée brute du 

glucose dans les cellules vésiculeuses dissociées. 

 

 L’entrée du D-glucose dans les cellules vésiculeuses  

En ce qui concerne le choix du traceur radioactif dans le cadre des études du 

métabolisme glucidique, l’emploi du [U-14C] glucose est préférable à celui du [3H] glucose du 

fait de la plus grande stabilité du squelette carboné. Le traceur radioactif retenu est le [U-14C] 

D-glucose car celui-ci permet une mesure significative de l’entrée dans les conditions 

d’expérimentation choisies. L’entrée du [U-14C] 3-O-méthyl-D-glucose atteint rapidement une 

saturation et son transport est trop faible pour effectuer des analyses cinétiques. De plus, il a 

été démontré que le 3-O-méthyl-D-glucose est un substrat des transports facilités et qu’il 

n’est pas transporté par les SGLT2 et SGLT3 (Janicot & Lane, 1989 ; Wright, 2001b). Cet 

hexose est donc à écarter des études sur le transport global du glucose. 

Le mécanisme de transport du D-glucose dans les cellules vésiculeuses apparaît 

comme un phénomène lent si on le compare avec les systèmes de transports d’hexoses mis 

en évidence chez les cellules de Vertébrés. En effet, pour les érythrocytes de rat (Craick & 

Elliot, 1979) et les érythrocytes humains (Naftalin & Holmann, 1977), le temps nécessaire à 

l’équilibre de l’entrée du glucose varie respectivement entre une minute et quelques 

secondes. Les résultats obtenus sont toutefois comparables à ceux obtenus chez d’autres 

Invertébrés (Ahearn & Maginniss, 1977, Lenoir, 1989, Tableau 6 ). La relative lenteur de la 

saturation de cette entrée peut-être expliquée soit par une diminution de l’affinité des 

transporteurs pour le glucose soit par une faible activité de l’hexokinase, enzyme qui 

catalyse la phosphorylation du glucose en glucose-6-phosphate.  

Les variations du transport du glucose en fonction de la concentration de glucose 

extracellulaire sont certainement liées aux variations de l’activité des enzymes intervenant 

dans la cascade du métabolisme du glycogène. Chez la moule Mytilus edulis, l’activité de la 
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glycogène synthétase dans le manteau présente de larges variations saisonnières. L’activité 

de la forme I active (indépendante de la présence de glucose-6-phosphate) augmente d’un 

facteur 10 au mois de juin par rapport à la valeur mesurée en décembre ; cette élévation de 

l’activité coïncide avec la période de stockage du glycogène dans ce tissu (Gabbott & 

Whittle, 1986). L’augmentation des ressources nutritives et celle du taux de glucose circulant 

sont probablement impliquées dans cette activation. Les auteurs ont également constatés in 

vitro sur des explants de manteau de Mytilus edulis que le glucose active la conversion de la 

forme D inactive de la glycogène synthétase (dépendante de la présence du glucose-6-

phosphate) en forme I active (Whittle & Gabbott, 1986). Cet effet activateur de la synthèse 

du glycogène par le glucose serait donc lié au cycle sexuel et à la concentration 

extracellulaire en glucose. Chez l’huître creuse, les travaux de Bacca en 2007 ont mis en 

évidence une augmentation de la quantité d’ARNm Cg-HK (ARNm de l’hexokinase de 

Crassostrea gigas) dans les palpes labiaux lorsque le niveau trophique augmente. L’activité 

enzymatique correspondante a été mesurée et a montré une augmentation rapide dès le 

2ème jour de conditionnement trophique. De la même manière, la quantité d’ARNm Cg-GYS 

(ARNm de la glycogène synthétase de Crassostrea gigas) et l’activité de l’enzyme glycogène 

synthétase sont augmentées sous l’effet du niveau trophique. Une étude in vitro de l’effet du 

glucose sur la synthèse des ARNm Cg-GYS a été effectuée sur des cellules vésiculeuses de 

palpes labiaux dissociées et a permis de révéler un effet dose de la concentration en glucose 

extracellulaire sur la synthèse des ARNm ; toutefois cet effet ne s’est pas répercuté sur 

l’activité enzymatique. Selon cet auteur, les huîtres échantillonnées dans le cadre de son 

étude se situaient à la période limite entre la synthèse du glycogène et le démarrage de la 

gamétogenèse. Le basculement physiologique de l’huître vers la reproduction pourrait 

diminuer la capacité de transport du glucose et réduire l’effet du glucose sur les enzymes 

cytoplasmiques glycogène synthétase et glycogène phosphorylase. 

L’entrée du glucose apparaît comme un phénomène saturable pour les valeurs 

élevées de la concentration en substrat. Ce plateau observé aux fortes concentrations de 

glucose extracellulaire est certainement du à la saturation des transporteurs membranaires 

mais également à une activité saturée des enzymes (hexokinase et glycogène synthétase).  

La température d'incubation des cellules (dans une gamme physiologique) module 

également l'entrée du glucose : à 15°C, l'entrée es t significativement mesurable 

(contrairement à une incubation à 5°C) sans saturat ion en fonction du temps (comme c'est le 

cas à 25°C). I l est admis que la température joue à la fois sur la perméabilité des 

membranes en altérant leur fluidité mais également sur l’activité des enzymes du 

métabolisme du glycogène. Chez la dorade royale (Sparus aurata) les enzymes 

phosphorylantes du glucose sont sensibles à la température (Enes et al., 2008). 

L’hexokinase et la glucokinase ont une activité accrue lorsque la température augmente.   
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L’effet de la concentration extracellulaire du glucose sur son entrée montre que le 

glucose est transporté par deux systèmes : une composante saturable lorsque la 

concentration en glucose extracellulaire augmente et une composante non saturable 

correspondant à la diffusion simple. La mise en évidence d’une cinétique de saturation de 

l’incorporation du D-glucose en fonction de sa concentration extracellulaire suggère donc 

l’intervention possible d’un ou de plusieurs facteurs limitants tels que le mécanisme du 

transport du glucose et l’activité des principales enzymes responsables de la synthèse et de 

la dégradation du glycogène. De la même façon, chez Mytilus edulis, Lenoir (1989) a pu 

mettre en évidence l’existence de deux modes de transport du glucose dans la cellule 

vésiculeuse, une composante de diffusion non saturable et une composante saturable avec 

la concentration en substrat. Cette composante saturable est le premier indice de l’existence 

d’un transport facilité (Neame & Richards, 1972). La coexistence de ces deux composantes 

dans le transport d’hexoses est fréquente chez les Vertébrés (Czeck et al., 1974 ; Wright, 

2001b pour revue ; Scheeppers et al., 2004 pour revue) mais aussi chez les Invertébrés 

(Baker & Carruthers, 1981 ; Ahearn et al., 1985 ; Wright et al., 1992 ; Verri et al., 2001 pour 

revue).  

La valeur mesurée de constante d’affinité apparente (Kmapp) correspond à l’affinité 

d’un système de transport dont les composantes sont multiples. Les paramètres de cinétique 

enzymatique mesurés sur les cellules vésiculeuses sont proches de ceux déjà obtenus chez 

d’autres Invertébrés marins (Tableau 6 ). Les valeurs des constantes michaéliennes, Km = 

0,717 mM et Vmax = 0,226 nmoles/h/106 cellules, sont relativement faibles par rapport à celles 

mesurées chez la moule Mytilus edulis (Km = 7,5 mM et Vmax = 11,4 nmoles/h/106 cellules, 

Lenoir, 1989). Cela suggère que le système de transport du glucose présent sur la 

membrane des cellules vésiculeuses et l’activité des enzymes intervenant dans la 

métabolisation de ce sucre se caractérisent par une forte affinité pour le substrat mais sont 

moins efficaces. Chez Mytilus edulis, la Km du transport du glucose est supérieure aux limites 

de la concentration en glucose circulant (0 à 1,5 mM), ce qui indique que le transport du 

glucose est loin de sa capacité maximale dans les conditions physiologiques, permettant 

ainsi une réponse à toute augmentation éventuelle de la concentration en glucose circulant 

résultant d’apports nutritionnels. Chez l’huître creuse, la Km est très faible et peut mettre en 

évidence une capacité supérieure du système de transport du glucose dans les cellules de 

réserve, qui atteindrait sa capacité maximale de transport pour de faibles valeurs de glucose 

circulant. Ainsi, il parait intéressant de suivre en parallèle la concentration en glucose 

circulant et la Km du transport du glucose au cours d’un cycle annuel, pour comprendre 

comment une mise en réserve hivernale est possible alors que le milieu est pauvre en 

alimentation phytoplanctonique.   
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     L’entrée saturable peut faire appel à deux systèmes d’entrée chez les 

Eucaryotes : des perméases de type GLuT (Glucose Transporter), qui transportent le 

glucose dans le sens du gradient de concentration, et des systèmes de cotransport de type 

SGLT (Sodium-Glucose coTransporter) dont le fonctionnement est couplé à des pompes Na+ 

K+ ATPase (Scheepers et al., 2004). Ces mécanismes de transport ont été mis en évidence 

grâce à l’utilisation d’inhibiteurs de l’entrée du D-glucose et d’analogues de cet hexose. Les 

fortes inhibitions exercées par la cytochalasine B (54% à 10 µM sans toxicité) et la phlorizine 

(68% à 1 mM sans toxicité) confirment l’existence de plusieurs systèmes de transport. La 

cytochalasine B réduit significativement l’entrée, suggérant l’existence de perméases de type 

GLuT. L’effet de la phlorizine témoigne de la présence des co-transporteurs de type SGLTs 

dans les cellules vésiculeuses de l’huître. Chez de nombreux Invertébrés, on observe la 

présence simultanée du co-transport actif glucose-sodium et du transport passif facilité de 

glucose (de type GluT). La composante du transport facilité de glucose dans la cellule de 

réserve de Crassostrea gigas pourrait donc être la résultante de ces deux mécanismes de 

transport. Comme la littérature le décrit, la phlorizine est un inhibiteur compétitif de l’entrée 

du glucose à travers les transporteurs sodium-dépendant de type SGLT (Ehrenkranz et al., 

2005 pour revue). La constante d’inhibition Ki  mesurée pour la phlorizine est d’environ 0,2 

mM chez C. gigas. Cette valeur est relativement proche de celle estimée dans les branchies 

de la moule Mytilus galloprovincialis (Ki = 153 nM, Pajor et al., 1989). L’affinité de cet 

inhibiteur pour son ligand est relativement faible par rapport à celle mesurée dans les 

entérocytes de Vertébrés car la valeur estimée de Ki  fluctue habituellement entre 5 et 10 µM 

(Ehrenkranz et al., 2005). Cela suggère que les systèmes de transporteurs de type SGLT 

chez les Mollusques sont structurellement différents de ceux connus chez les Vertébrés (la 

phlorizine ne peut alors pas se fixer aussi efficacement sur son ligand) et/ou que la présence 

d’autres transporteurs sur la membrane facilite le transport du glucose et donc réduit 

l’efficacité inhibitrice de la phlorizine pour l’entrée du glucose. La constante d’inhibition Ki  

mesurée pour la cytochalasine B présente des différences lors des deux études effectuées 

(en mai 2004 : Ki cytochalasineB = 2,16 µM, et en avril 2006 : Ki cytochalasineB = 24,57 µM). Ce résultat 

indique l’existence d’une variation de l’affinité des transporteurs de type GLuT pour le 

glucose. La diminution de cette affinité peut être provoquée par la baisse du nombre de 

transporteurs présents sur la membrane cellulaire et suggère une régulation de l’entrée au 

cours de l’année en fonction de l’état physiologique des animaux. 

La constante de Hill augmente avec le degré de coopérativité d’une réaction ce qui 

permet de caractériser une réaction de liaison d’un ligand. Si n = 1, l’équation de Hill est celle 

d’une hyperbole, la réaction de liaison du ligand est dîte non coopérative. Si n < 1, la réaction 

est dîte à coopérativité négative : la liaison du ligand diminue l’affinité de E pour les liaisons 

ultérieures du ligand. Inversement, comme c’est le cas de notre étude, une réaction où  n > 1 
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est à coopérativité positive : la liaison du ligand augmente l’affinité du transporteur pour les 

liaisons du ligand ultérieures (la coopérativité est infinie si n est égale au nombre de sites de 

liaison pour le ligand dans E). L’effet de la concentration extracellulaire en sodium sur le 

transport du glucose confirme que le transport du glucose est activé en présence d’ions 

sodium. La valeur estimée de la constante de Hill (KNa = 72,5 mM et n = 3,74) démontre la 

présence d’un système de cotransport sodium-glucose dans les membranes des cellules 

vésiculeuses. Cette valeur est proche de celle déterminée chez d’autres Invertébrés marins. 

Chez Homarus americanus, le système de cotransport sodium dépendant a été décrit 

comme particulièrement efficace au niveau de l’hépatopancréas avec un KNa = 27,89 mM et 

un coefficient de Hill évalué à 2,96 ± 0,77 (Verri et al., 2001). Chez Mytilus galloprovincialis, 

à partir de cellules dissociées de manteau, le coefficient de Hill est proche de celui obtenu 

chez l’huître creuse et a été estimé à 3,8 (Louzao et al., 1993).  

L'entrée de glucose a également été mesurée en présence de divers analogues. Leur 

effet à forte concentration (5 mM) varie selon les molécules. L’effet compétiteur de ces 

analogues sur le transport du D-glucose montre la variabilité des systèmes de transport 

pouvant intervenir dans les cellules vésiculeuses : Le 2-deoxy-D-Glucose et le 3-O-Méthyl-D-

Glucose, majoritairement compétiteurs du transport facilité, sont de bons compétiteurs de 

l'entrée. Le D-glucose et l’α-Méthyl-D-glucopyranoside provoquent également la diminution 

de la capacité d’entrée du D-glucose en saturant les protéines de type SGLTs. Les cellules 

vésiculeuses de cette préparation montrent alors des capacités de transport du glucose de 

type sodium dépendant mais aussi facilité de type GLuT. Le pattern obtenu chez l’huître 

creuse, D-Glc = 2-Deo-D-Glc = 3-O-Me-D-Glc = glucosamine = D-fucose > D-galactose > α-

Me-D-Glc, est très différent de celui observé dans les branchies de la moule Mytilus 

californianus et dans les vésicules isolées des branchies de Mytilus edulis (Pajor, 1989 ; 

Wright et al., 1992). Chez ces bivalves, le 3-O-Méthyl-D-Glucose, le 2-deoxy-D-Glucose et le 

L-Glucose ne montrent pas d’effet compétiteur sur le transport du glucose tandis que le D-

glucose et l’α-Méthyl-D-glucopyranoside ont un fort effet inhibiteur quant à lui, le D-

galactose, présente un effet moindre. Le système de transport du glucose chez l’huître 

creuse semble donc plus complexe que celui de la moule qui possède un système de 

transport simplement sodium-dépendant. Une étude réalisée sur les membranes des 

vésicules de bordure en brosse de Penaeus japonicas a montré une forte compétition du 

transport avec un spectre plus large d’analogues (phlorizine > β-Méthyl-D-glucopyranoside = 

α-Méthyl-D-glucopyranoside = D-Glucose > 3-O-Méthyl-D-Glucose = 2-deoxy-D-Glucose > 

D-galactose > glucosamine). 

Ces éléments mettent en évidence que le système de transport saturable du glucose 

dans les cellules vésiculeuses de l’huître creuse, fait intervenir très certainement différents 

types de transporteurs : des transporteurs SGLTs mais également des transporteurs de type 
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GLuT. Une régulation du nombre et du fonctionnement de ces transporteurs GLuTs et 

SGLTs est essentielle pour le maintien d’un taux de glucose adapté dans les cellules 

orientées vers la mobilisation ou la mise en réserve du glycogène. Les mécanismes 

cellulaires qui modulent la captation du glucose sont complexes. Chez les vertébrés, avant 

d'être métabolisé, le glucose sanguin doit franchir plusieurs barrières cellulaires pour 

finalement atteindre le cytoplasme de la cellule. Il doit notamment être transporté du sang 

vers l'espace interstitiel et ensuite vers l'espace intracellulaire. Le mouvement du glucose 

des capillaires sanguins vers l'intérieur de la cellule est déterminé principalement par le flot 

sanguin via le recrutement des capillaires, le gradient de concentration du glucose mais 

aussi par le nombre et l'activité des transporteurs de glucose mobilisés à la surface cellulaire 

par l'insuline et la contraction musculaire. 

 La régulation peut porter sur l’entrée du glucose dans la cellule et/ou sur la cascade 

enzymatique du métabolisme du glycogène. Les transporteurs membranaires de glucose 

peuvent varier en nombre en fonction de la concentration de glucose libre. Il est désormais 

admis que sous l’effet de l’insuline, des vésicules contenant des transporteurs GLUTs 

s’internalisent dans la membrane cellulaire pour favoriser le transport du glucose (Martin et 

al., 2000). De plus, il a également été démontré que le transport des SGLTs était régulé par 

les protéines kinases par exo- et endocytose (Turk & Wright, 1997). L’activité des enzymes 

du métabolisme du glycogène est également soumise à des régulations liées au taux de 

glucose. Chez les Vertébrés, le glucose provoque une augmentation de la synthèse du 

glycogène dans le foie en induisant l’inhibition de la glycogène phosphorylase et l’activation 

concomitante de la glycogène synthétase (Stalmans et al., 1974). Chez les Invertébrés, les 

études portant sur l’effet du glucose et du Glucose-6-phosphate sur le métabolisme du 

glycogène sont peu nombreuses. Chez la moule Mytilus edulis, le glucose fut décrit comme 

le principal métabolite de régulation du métabolisme du glycogène (Mathieu & Lubet, 1993). 

Chez l’huître Crassostrea virginica, le glucose provoque l’augmentation de l’activité de la 

glycogène synthétase I dans les homogénats de muscle (Swift et al., 1988). Chez 

Crassostrea gigas, l’incorporation du glucose dans le glycogène dans les cellules 

vésiculeuses est  augmentée en présence de glucose à 1,5 mM (Berthelin et al., 2000a). 

 

 Chez Crassostrea gigas, la séquence d’un transporteur de glucose de type SGLT a 

déjà été identifiée (Huvet et al., 2004) et permet de mesurer son expression. La mise au 

point et la validation de la quantification absolue des ARNm par PCR en temps réel ont été 

effectuées par Amine Naimi en 2004 avec la collaboration de Arnaud Huvet. La quantification 

d'ARNm en PCR temps réel permet de se placer au niveau d'une des régulations les plus 

précoces : la régulation transcriptionnelle. La molécule fonctionnelle reste la protéine et la 

réponse protéique devra nécessairement être abordée. La mesure de l’expression des 
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ARNm cibles a été normalisée avec un autre ARNm, dont le niveau de transcription est 

supposé être stable. Le choix de l’actine, une protéine du cytosquelette, s’est imposé comme 

le plus pertinent car des mesures réalisées sur différents tissus et organes d’huîtres et à 

différentes périodes de l’année par Farcy (2006) ont révélé une très faible variation de son 

expression. Ainsi les résultats sont exprimés en relatif par rapport à l’ARNm de ce gène. 

 

 La mesure d’expression de SGLT  

La mesure de l'expression quantitative des transporteurs de type SGLT par PCR en 

temps réel sur des ARNm de différents tissus d'huîtres montre une répartition relativement 

hétérogène de ce transporteur : cette expression est très élevée au niveau de la glande 

digestive ce qui suggère la présence probable d’un transport polarisé du glucose dans les 

cellules digestives comme celui des entérocytes chez les vertébrés. Pour les autres tissus 

testés, l'expression est beaucoup plus faible, mais toujours plus importante dans les tissus 

riches en cellules vésiculeuses comme les palpes, les branchies. L’expression mesurée 

dans la région gonadique est faible. Toutefois, il faut rappeler que cet organe est constitué 

de tissu de réserve mais également de tubules gonadiques pouvant évoluer pendant l’année 

(de 0 à 100 %). Le prélèvement des organes et tissus pour cette étude a été effectué en avril 

alors que la gonade est en gamétogenèse et le tissu de réserve se résorbe en faveur des 

tubules gonadiques. Pour mesurer l’expression de SGLT spécifiquement dans le tissu de 

réserve de la région gonadique, il est intéressant d’isoler les cellules vésiculeuses. Ceci 

pourra être réalisé par la technique de microdissection laser sur coupe de gonade à 

différentes périodes de l’année afin de suivre son expression au cours de l’évolution de la 

reproduction chez les huîtres. 

 

 En conclusion, un modèle hypothétique du transport du glucose à travers la 

membrane des cellules vésiculeuses de l’huître Crassostrea gigas  peut être 

représenté, faisant apparaître les différentes protéines intervenant dans le transport 

du glucose mais également les enzymes des voies métabolique de synthèse et de 

dégradation du glycogène étudiées par Bacca (2007) : 
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Figure 53. Représentation schématique des mécanismes de transport du glucose dans une cellule 

vésiculeuse. 
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Perspectives : 

 

 En bilan de cette étude, quelques expérimentations mériteraient d’être amorcées afin 

de compléter nos connaissances sur le métabolisme du glycogène chez l’huître creuse et 

plus particulièrement sur le système de transport du glucose dans les cellules vésiculeuses : 

  

� Tout d’abord, il serait intéressant de réaliser un suivi annuel de la glycémie afin de 

vérifier les variations saisonnières observées du glucose circulant dans l’hémolymphe. Il 

pourrait être également envisagé, dans le cadre d’une étude expérimentale de 

conditionnement d’animaux, d’étudier l’effet du niveau trophique sur la glycémie et cela à 

différentes périodes de l’année (lors des deux périodes d’inversion métabolique du 

glycogène : au printemps, lors de la mobilisation et en automne, lors de la mise en réserve).  

� Ensuite, un suivi saisonnier des paramètres d’entrée et de la mesure des constantes 

Michaéliennes (Km, Vmax, Ki) pourrait être mis en place aux différentes périodes de l’année : 

au printemps, lorsque les réserves en glycogène sont mobilisées en faveur de la 

gamétogenèse ; en été, lors de la période de reproduction, lorsque les réserves sont au plus 

bas et que les animaux atteignent leur maturité sexuelle et en automne, lorsque le 

métabolisme du glycogène bascule vers l’accumulation des réserves en glycogène 

(croissance somatique et régression des tubules gonadiques (Heude-Berthelin et al., 2001). 

� De plus, il est évident que la recherche d’une protéine apparentée aux GluTs, qui a 

débuté dans le cadre de cette thèse, doit se poursuivre car les résultats présentés dans ce 

manuscrit ont permis de rassembler de nombreux indices sur l’existence potentielle de ces 

protéines dans les cellules vésiculeuses. 

   

  

 Ce chapitre a permis de caractériser les paramètres d’entrée du glucose et de mettre 

en évidence la présence de différents systèmes de transport dans les cellules vésiculeuses 

chez Crassostrea gigas. Les résultats ont montré l’existence d’une variation de la glycémie 

et de la capacité d’entrée du glucose, suggérant la présence d’un contrôle des mécanismes 

de transport. Dans l’optique d’approfondir la compréhension du métabolisme du glycogène, 

un suivi saisonnier a été mis en place en ciblant deux périodes clés où apparaissent des 

changements d’orientation de ce métabolisme (mobilisation/ mise en réserve) et en période 

estivale lorsque les animaux sont à maturité sexuelle.  
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II. VARIATIONS SAISONNIERES DE LA GAMETOGENESE ET DU METABOLISME 

DU GLUCOSE ET EFFET DU NIVEAU TROPHIQUE SUR LA GESTION DES 

RESERVES 
 

INTRODUCTION 

Chez l’huître creuse, le caractère saisonnier de la mise en réserve du glycogène a 

déjà été démontré par différentes approches : dosages biochimiques (Figure 54a ), analyse 

stéréologique (Figure 54b ), suivi in vitro de l’incorporation du glucose dans le glycogène 

(Figure 54c ) (Heude-Berthelin, 2000). Il est apparu qu’en période estivale, les réserves 

énergétiques sont au plus bas alors que la période hivernale permet une reconstitution des 

réserves en glycogène. Or, ce glycogène joue un rôle central comme support énergétique de 

la gamétogenèse (Berthelin et al., 2000a) chez l’huître comme chez de nombreux autres 

mollusques bivalves (Gabbott, 1975 ; Bayne et al., 1982 ; Gabbott & Whittle, 1986 ; Ruiz et 

al., 1992 ; Mathieu & Lubet, 1993) et l’on peut donc supposer que la capacité des animaux à 

mettre en réserve ou à mobiliser le glycogène jouera un rôle primordial dans la réussite de la 

gamétogenèse. Dans un tel système, tout facteur, interne ou externe, susceptible d’agir sur 

le métabolisme du glycogène interfère indirectement dans le déroulement de la 

gamétogenèse (Maurer & Borel, 1986). L'objectif de ce chapitre sera donc de préciser chez 

Crassostrea gigas le lien entre le métabolisme du glycogène et la gamétogenèse à 

différentes périodes clés du cycle biologique, mais également d'évaluer l'impact de facteurs 

environnementaux susceptibles d’influer sur ce métabolisme saisonnier. 

Chez la moule, le cycle du glycogène apparaît comme un phénomène opportuniste 

liée à l’apport phytoplanctonique dans la mesure où la mise en réserve se produit en été  et 

en automne pendant la période de repos sexuel alors que la mobilisation du glycogène a lieu 

en période hivernale (Mathieu & Lubet, 1993 ; Blanco et al., 2006). Chez cette espèce, les 

principaux facteurs de régulation de la mise en réserve semblent être le taux de glucose 

circulant (Mathieu & Lubet, 1993) et la charge énergétique adénylique (San Juan Serrano et 

al., 1991). En 1986, Whittle et Gabbott ont mis en évidence sur des préparations de coupes 

de manteaux de moules que l’activité de la forme I de la glycogène synthétase (G6P 

indépendante) est augmentée en présence de glucose. Les mêmes auteurs, (Gabbott & 

Whittle, 1986), ont également suggéré un possible rôle inhibiteur du glycogène sur l’activité 

de la glycogène synthétase. Par ailleurs, San Juan Serrano et al., (1998b), ont démontré 

l’implication du glucose et du glucose-6-phosphate comme régulateurs de l’activité de la 

glycogène phosphorylase forme b (non phosphorylée) du manteau de moule. Cette même 

enzyme est également régulée par la charge énergétique adénylique (AMP versus ATP) 
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(Ebberink & Salimans, 1982 ; San Juan Serrano et al., 1995, 1998a ; Diaz Enrich & 

Ibarguren, 2003). 
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Figure 54. Caractère saisonnier de la mise en réserve chez l’huître creuse C. gigas. 
a: Variations saisonnières du contenu en glycogène au niveau du muscle adducteur, de la glande digestive et de la 
région gonade-manteau. (% du poids sec) (Berthelin et al., 2000b).   
b: Analyse stéréologique : pourcentage de volume total occupé par le tissu de réserve (TR) et les tubules gonadiques 
(TG) (Heude Berthelin et al., 2001). 
c: Variations saisonnières de l’effet de la concentration en glucose extracellulaire sur l’incorporation du glucose dans le 
glycogène des cellules vésiculeuses isolées. Résultats exprimés en nanomole de glucose incorporé dans le glycogène. 
Concentration cellulaire : 5.106 cellules / ml. Temps d’incubation : 7 heures (Berthelin et al., 2000b). 
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Chez l’huître creuse, le fonctionnement du métabolisme énergétique est 

indéniablement plus complexe : paradoxalement, la mise en réserve a lieu en hiver, chez 

Crassostrea gigas, au moment où l’apport phytoplanctonique est faible et la mobilisation est 

associée à la période des efflorescences phytoplanctoniques printanières et estivales. 

L’orientation du métabolisme du glycogène ne reflète donc pas strictement l’augmentation 

des métabolites circulants due aux pics de phytoplancton (Berthelin et al., 2000a), il est le 

résultat d’une régulation complexe intégrant à la fois le stade physiologique de l’animal, les 

paramètres environnementaux et des régulateurs internes.  

 

L’effet des paramètres environnementaux a fait l’objet de plusieurs études, il en 

ressort que leur action peut porter sur la stratégie d’allocation des ressources mais 

également sur la gamétogenèse : 

 
 De nombreux travaux ont montré l’influence de la température  sur le 

métabolisme énergétique chez les bivalves. Il est admis que la température modifie 

la perméabilité membranaire et influence par ce fait la capacité de transport du 

glucose à travers la membrane cellulaire. Chez Mytilus galloprovincialis, l’activité 

enzymatique de la glycogène phosphorylase, intervenant dans la voie de 

dégradation du glycogène, est soumise aux variations de température (San Juan 

Serrano et al., 1998c). Chez Crassostrea gigas, il existe peu d’informations sur 

l’effet de la température sur le métabolisme énergétique. Une étude réalisée sur le 

naissain de C. gigas a montré que le taux de sucres a tendance à diminuer lorsque 

la température augmente (Flores-Vergara et al., 2004). En 1979, Mann avait déjà 

montré une réduction de la teneur en sucres aux températures élevées, l’auteur 

suggère que les sucres pourraient être mobilisés aux fortes températures afin de 

soutenir les dépenses énergétiques des animaux. La température agit également 

sur la  gamétogenèse : c’est un facteur principal dans la régulation de la plupart des 

étapes de la gamétogenèse (réinitiation, maturation et ponte). Des suivis réalisés 

sur le milieu naturel ont montré la corrélation entre les faibles températures et la ré-

initiation de la gamétogenèse de C. gigas (Ruiz et al., 1992 ; Steele & Mulcahy, 

1999). La maturation gonadique de Crassostrea gigas est stimulée par des 

températures élevées de l’eau de mer (~ 20 °C) (Man n, 1979 ; Chávez-Villalba et 

al., 2003).   

 

 Concernant l'effet de l'hypoxie  sur le métabolisme glucidique, David et 

al. (2005) ont montré que lors d'un stress hypoxique l'expression du gène de la 

glycogène phosphorylase est augmentée dans les branchies et le manteau ; ce 
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résultat suggère que le glycogène fournirait l'énergie nécessaire pour supporter 

cette situation de stress anoxique. Plus récemment, Le Moullac et al. (2007) ont 

confirmé l'effet de l'anoxie sur le métabolisme glucidique à travers le suivi de 

l'expression et de l'activité de la pyruvate kinase (PK) et de la phosphoénolpyruvate 

carboxykinase (PEPCK) au niveau du muscle. La baisse d'expression de la PK et 

l'augmentation de la PEPCK indiquent un switch du métabolisme aérobie au 

métabolisme anaérobie, mais ne peuvent être complètement dissociées d'un effet 

nutritionnel dans la mesure où les animaux placés en situation d'hypoxie réduisent 

leur alimentation par rapport aux témoins, ce qui illustre la complexité du contrôle 

de ces voies métaboliques.   

 

 Le facteur trophique  reste un facteur clé de la régulation des réserves 

en glycogène. Une approche in vitro a montré que le métabolisme du glycogène 

des cellules vésiculeuses chez Crassostrea gigas est lié à la concentration en 

glucose extracellulaire (Berthelin, 2000). L’élévation du taux de glucose stimule la 

capacité de mise en réserve de ces cellules en période de stockage du glycogène. 

En effet, l’activité des enzymes du métabolisme du glycogène est fonction du 

niveau trophique. Bacca (2007) a montré l’effet du niveau trophique sur l’activité 

des enzymes des voies de synthèse du métabolisme du glycogène. L’activité de 

l’hexokinase et de la glycogène synthétase est augmentée lorsque le milieu 

nutritionnel est riche. Le niveau trophique contrôle également le déroulement de la 

gamétogenèse. Le nombre et la qualité des gamètes produits dépendent du milieu 

trophique (Chávez-Villalba et al., 2003). Dans les zones trophiques très riches, 

qualifiées eutrophe, Mori (1979) et Kang et al. (2000) ont montré que le 

développement gonadique de l’huître est accru. A contrario, une déficience en 

nourriture printanière semble retarder la maturation de la gonade et provoquer un 

risque de décalage de la ponte (Deslous-Paoli et al., 1982). Une étude réalisée en 

2004 par Enriquez-Diaz en conditions artificielles confirme que la concentration en 

phytoplancton interfère dans l’évolution de la gamétogenèse : en conditions de 

faible alimentation, les huîtres présentent une gonade réduite avec une émission 

totale des gamètes en été ; dans le cas d’une alimentation riche, les huîtres 

développent une gonade hypertrophiée mais la ponte est quant à elle partielle. La 

résorption des gamètes résiduels, susceptibles de retarder la réinitiation du cycle 

reproductif suivant serait également liée à l'abondance des ressources trophiques 

(Robinson, 1992 ; Chávez-Villalba, 2001). 
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En association avec les facteurs environnementaux, un contrôle de la gestion du 

glycogène en corrélation avec le cycle de reproduction par des régulateurs internes de type 

neuroendocriniens est également probable ; plusieurs familles de molécules, décrites chez 

les vertébrés et invertébrés, sont susceptibles d'intervenir dans ces régulations, même si à 

ce jour, peu de données sont répertoriées sur l’effet des molécules hétérologues ou 

homologues chez les mollusques bivalves, en partie en raison de l'absence de lignées 

cellulaires établies chez les bivalves. 

  

• La superfamille des insulines :  Connues pour leurs effets multiples et 

particulièrement bien conservés au cours de l’évolution (Claeys et al., 2002 pour 

revue), les insulines-like ont été décelées par immunodétection au niveau de 

l’épithélium digestif chez Ostrea edulis (De Martinez et al., 1973) et chez Mytilus 

edulis (Fritsch et al., 1976) et dans les ganglions nerveux chez la moule (Kellner et 

al., 2002). Chez Mytilus edulis, l’insuline a montré un effet hypoglycémiant (Madar et 

al., 1979 ; Plisetskaya et al., 1979). Chez l’huître creuse, l’insuline porcine stimule in 

vitro l’incorporation du glucose en glycogène dans les cellules vésiculeuses 

dissociées et montre un effet hypoglycémiant (Heude-Berthelin, 2000). En 2003, 

Gricourt et ses collaborateurs ont identifié un récepteur aux insulines-like chez 

Crassostrea gigas (CIR) et ont mis en évidence son expression au niveau des palpes 

labiaux, mais également dans les bords de manteau et la gonade. En 2005, Hamano 

et al. ont identifié un cDNA d’insuline-like chez l’huître C. gigas (nommé oIRP) à partir 

d’une banque de ganglions viscéraux. Le profil annuel d’expression semble corrélé à 

la période de mobilisation du glycogène, de forte croissance et de gamétogenèse 

active.  

• La famille du glucagon dont la fonction hyperglycémiante est largement 

décrite chez les vertébrés est également présente et active chez les invertébrés 

(Thorpe & Duve, 1984 ; Maier et al., 1990). Chez les mollusques bivalves, une étude 

immunologique a permis de localiser un immunomarquage vis-à-vis d’un anticorps 

anti-glucagon de vertébrés au niveau des ganglions nerveux chez la moule (Kellner 

et al., 2002). Ce glucagon hétérologue exerce un effet hyperglycémiant chez 

Crassostrea gigas en provoquant une inhibition significative de l’incorporation du 

glucose en glycogène (Heude-Berthelin, 2000). 

• La voie leptine- neuropetide Y est également connue pour son rôle régulateur 

de la balance énergie-reproduction (Schneider, 2004). Des peptides apparentés au 

neuropeptide Y ont été identifiés chez les invertébrés dont le mollusque gastéropode 

Lymnea stagnalis (De Jong-Brink et al., 2001 pour revue) où il interviendrait dans la 

régulation de la croissance et de la reproduction. 
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• D’autres facteurs autologues  : L’effet d’extraits de ganglions de Mytilus 

edulis a été montré sur la mobilisation du glycogène (Herlin-Houtteville & Lubet, 

1974, Mathieu, 1987) et sur l’incorporation du glucose dans le glycogène (Robbins et 

al., 1990, 1991) mais les facteurs impliqués n’ont pas été identifiés. 

 

Le métabolisme énergétique chez l’huître est donc le reflet de mécanismes de 

régulation sous l’influence des paramètres environnementaux et internes (Figure 55 ).  
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ÉÉtat tat 
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alimentationalimentation ……))
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ÉÉtat tat 
physiologiquephysiologique

ParamParam èètres tres 
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(temp(temp éérature, rature, 
alimentationalimentation ……))

RRéégulation gulation 
interneinterne
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Reproduction
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Dans un premier temps, cette étude a eu pour objectif de suivre les variations 

saisonnières conjointes du métabolisme du glycogène et du développement 

gamétogénétique à différentes périodes clés pour préciser l'état de la balance réserve-

gamétogenèse 

� En automne (octobre-novembre), lors de la restructuration du tissu de réserve 

et du repos sexuel ;  

� Au printemps (mars-avril) période de reprise de la gamétogenèse et de 

mobilisation du glycogène ;  

� En été, alors que les huîtres ont atteint leur maturité sexuelle et que les 

réserves en glycogène sont au plus bas.  

 

 A ces mêmes périodes, la possibilité de placer les huîtres en mésocosme au sein de 

structures pilotes du Syndicat Mixte pour l’Equipement du Littoral (SMEL) de Blainville-sur-

mer (50), en conditions d'alimentation strictement contrôlées, a offert la possibilité d'évaluer 

Figure 55. Equilibre du métabolisme énergétique chez l’huître creuse Crassostrea gigas régit 
par des mécanismes de régulation  externes et/ou internes. 
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l'impact des conditions trophiques sur les réserves et sur la gamétogenèse en fonction de 

l'état physiologique des animaux, et ainsi d’apporter des éléments de réponse au  problème 

complexe de la régulation de la balance réserve-reproduction chez l'huître.  

 

Cette étude sur les variations saisonnières de la gamétogenèse et du métabolisme 

du glucose et l’effet des conditions trophiques sur la gestion des réserves chez l’huître 

Crassostrea gigas a pour objectif de répondre à différentes questions :  

 

- Quel(s) type(s) de régulation peut (peuvent) expliquer les variations de l’orientation 

du métabolisme du glycogène pendant les périodes clés du cycle de reproduction chez 

l’huître ? 

- Quels sont les phénomènes de régulation nutritionnelle du métabolisme du 

glycogène in vivo ? 
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RESULTATS   
                
1. Suivi saisonnier sur estran      
 

1.1. Suivi des paramètres environnementaux 
 

Les paramètres environnementaux sur le site de la Baie des Veys ont été relevés 

pendant la période du suivi par l’équipe de l’IFREMER de port en Bessin (Michel Ropert). 

Les résultats (température, salinité et chlorophylle a) figurent en ANNEXE III.  

 
1.2. Suivi biométrique des animaux 

 
Le poids total, le poids de la masse viscérale et le poids sec de la coquille ont été 

mesurés sur 10 animaux prélevés sur l’estran de la Baie des Veys lors du printemps, de l’été 

et de l’automne 2005 (Figure  56).  
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Le suivi montre une augmentation du poids total entre juin et juillet (57 %) mais 

surtout entre juillet et octobre (plus de 100 %). L’évolution de la masse viscérale entre juin et 

Figure 56. Suivi des mesures biométriques des animaux en Baie des Veys aux 3 périodes 
suivies. (n=10).  

a. Poids total moyen en g. 
b. Poids moyen de la masse viscérale en g. 
c. Poids sec moyen de la coquille en g. 

a. Poids total 

b. Masse viscérale c. Poids sec de la coquille 
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juillet permet d’associer l’augmentation du poids total à la maturation des animaux. En 

revanche, l’augmentation du poids total entre juillet et octobre est clairement associée à la 

pousse coquillère très nette sur le graphique 56c, alors qu’à cette même période, le poids de 

la masse viscérale diminue considérablement, du fait de l’émission des gamètes. 

 

1.3. Suivi histologique de la gamétogenèse 
 

� Approche qualitative :   

Une analyse histologique qualitative individuelle réalisée sur un lot de 10 animaux a 

permis de caractériser les stades de gamétogenèse et du tissu en réserve au printemps, en 

été et en automne 2005. Les résultats sont reportés sur le Tableau 11 . 

 

Tableau 11. Suivi des stades de gamétogenèse et du tissu de réserve. 
(En gras, les stades majoritaires ; Gam. Résid. : Nombre d'individus dont les tubules gonadiques contiennent de nombreux 
gamètes résiduels ; herma. : Nombre d’individus hermaphrodites ; Situa. Part. : Situation particulière). 

 

 Stades de gamétogenèse Stades du tissu de réserve 

 0 I II III 

Gam. 
Résid. 

Situa. 
Part. 

A B C D 

 Mars 05 6 4     4 5 1  

Avril 05  3 5 2     5 5  

 Juin 05   3 7  2 herma.   2 8 
 Juillet 05     10      10 
 Octobre 

05 10    1  3 7   

 Novembre 
05 7 2 1    3 7   

 
 

En mars 2005, la réinitiation de la gamétogenèse a lieu pour 4 animaux sur 10 et le 

tissu de réserve est restructuré ou en cours de restructuration. La gamétogenèse va évoluer 

progressivement tout au long du printemps et jusqu’en juillet où les animaux ont tous atteint 

la maturité sexuelle et sont prêts à émettre les produits génitaux. Deux animaux 

hermaphrodites ont été observés en 2005. 

Le développement du tissu de réserve est inverse par rapport à celui des tubules 

gonadiques : à partir du mois d’avril, le tissu décroît dans l’aire gonadique (stade C) jusqu’au 

mois de juillet pour n’occuper qu’une partie restreinte dans la région gonadique (stade D), 

autour des lacunes hémocytaires.  

En octobre 2005, tous les animaux sont en repos sexuel (stade 0), avec des tubules 

gonadiques régressés et un tissu de réserve soit en cours de restructuration, soit 

envahissant totalement les espaces libres de l’aire gonadique. En novembre 2005, pour 

certains animaux la gamétogenèse est déjà réinitiée (il y a même un animal en stade II). 
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Cette réinitiation de la gamétogenèse 2006 est plus précoce que celle de l’année 

précédente. Le tissu de réserve est en cours de restructuration ou totalement restructuré.    

 

� Approche quantitative : 

Une approche quantitative par analyse d’image a permis de déterminer le volume 

occupé par la gonade sur la coupe transversale et de mesurer le pourcentage du volume 

occupé respectivement par le tissu de réserve et les tubules gonadiques contenus dans la 

gonade. Les résultats sont reportés sur la Figure 57 . 
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Le pourcentage de l’aire gonadique dans la masse viscérale varie au cours du suivi 

(Figure  57a). La surface de l’aire gonadique peut représenter 70 % de l’aire viscérale en 

juillet, lorsque les tubules gonadiques envahissent la gonade réduisant l’espace disponible 

pour le tissu de réserve, et seulement 2 % en mars 2005, lorsque la gamétogenèse est à 

peine réinitiée et que le tissu vésiculeux représente une part importante de l’aire gonadique.  

La chute du pourcentage de surface gonadique entre juillet et octobre est associée à 

l’émission des produits génitaux mais ce pourcentage reste de l’ordre de 20 % du fait de la 

présence des gamètes résiduels qui ne seront complètement éliminés qu’en mars. La figure 

57b montre les parts respectivement occupées par les tubules et le tissu de réserve dans 

l’aire gonadique. 

 

 

 

Figure 57. Approches histologiques qualitatives et quantitatives sur des animaux prélevés en 
Baie des Veys aux 3 périodes suivies. (n=10). 

a. Pourcentage du volume occupé par l’aire gonadique par rapport à la surface totale de la coupe transversale. 
b. Pourcentage du volume de  tissu de réserve et de tubules gonadiques contenu dans la gonade. Les chiffres 

indiquent le pourcentage d’individus possédant des gamètes résiduels dans leurs tubules gonadiques. 
(AG : Aire gonadique, CT : Coupe transversale, TR : Tissu de réserve et TG : Tubules gonadiques) 

a. % AG/CT b. % TR et TG dans la gonade 
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1.4. Approche du métabolisme du glycogène 

 

Un bilan du métabolisme du glycogène a été réalisé en mesurant : 

- La capacité d’incorporation du glucose en glycogène, 

- La capacité de l’entrée du glucose dans les cellules vésiculeuses 

dissociées de palpes labiaux, 

-  L’expression relative du cotransporteur SGLT (PCR en temps réel) dans 

les palpes labiaux mais aussi dans la région gonade manteau.  

Les résultats sont reportés sur la Figure  58. 
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Figure 58. Bilan des réserves en glycogène dans les palpes labiaux chez des animaux prélevés 
sur le site de la Baie des Veys aux trois périodes suivies.  

a. Evolution de la capacité d’incorporation du D-glucose en glycogène dans les cellules vésiculeuses dissociées 
de palpes labiaux (n=6).  

b. Effet de la phlorizine sur le transport du D-glucose dans les cellules vésiculeuses dissociées de palpes labiaux 
(n=6). T : entrée du glucose dans les cellules dissociées du lot témoin. T + phlorizine : entrée du glucose dans 
les cellules dissociées du lot témoin mises en présence de la phlorizine. 

c. Expression quantitative des ARNm de SGLT mesurée par technique de PCR en temps réel dans les palpes 
labiaux (n=3). 

 
Test Student: * P<0,05, ** P<0,01 et *** P<0,001. 

a. Incorporation du glucose 
en glycogène 

b. Entrée du glucose c. Expression relative de SGLT 

*** * 

*** 

** 

* 

* * 
* 
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 La capacité d’incorporation est de l’ordre de 0,2 nmole par million de cellules avec 

une baisse en juin, période où le métabolisme du glycogène est orienté vers la mobilisation 

et un pic de plus forte capacité d’incorporation en octobre. 

 Le profil de la capacité d’entrée du glucose dans les cellules vésiculeuses de palpes 

est similaire à celui de l’incorporation. La phlorizine (inhibiteur des systèmes de transport 

sodium dépendant) montre un effet maximum au printemps (test de student, p<0,001) 

(Figure 56b ). Ce résultat suggère que le transport du glucose fait appel au printemps à des 

transporteurs sodium dépendant de type SGLT. La quantification des ARNm de SGLT dans 

les palpes labiaux (Figure 56c ) confirme ces données : le niveau d’expression de SGLT est 

élevé en mars-avril 2005 puis diminue en été et en automne.  

L’expression relative de SGLT a également été mesurée dans la région gonade-

manteau (Figure 59 ) : elle présente le même profil que dans les palpes, avec néanmoins un 

niveau d'expression beaucoup plus faible dans l'aire gonadique que dans les palpes 

(Figures 58c et 59). Cette différence est à rapprocher au fait que l’aire gonadique est un 

tissu mixte qui contient des cellules vésiculeuses mais également de nombreux autres types 

cellulaires (hémocytes, cellules germinales, fibres musculaires, cellules épithéliales etc.) et 

où une partie seulement des cellules expriment des SGLTs. 
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Figure 59. Expression quantitative des ARNm de SGLT mesurée par technique de PCR en 
temps réel dans la région gonade manteau. (n=3). 

Expression relative de SGLT 
dans la région gonade-manteau 
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2. Effet du niveau trophique sur le métabolisme énergétique et la 
reproduction      

 
2.1. Suivi des paramètres environnementaux 
 

Les installations du Système Contrôlé d’Ambiance MARine du SMEL permet de 

maintenir des paramètres environnementaux strictement contrôlés. La température et la 

salinité ont été réglées de manière à se rapprocher des valeurs moyennes mesurées sur le 

site de la Baie des Veys aux mêmes saisons. Tandis que le niveau d’alimentation a été 

stabilisé de façon artificiel afin de soumettre les animaux à des conditions trophiques 

opposées : forte et faible alimentation (A+ et A-).  

Les valeurs des paramètres de température, de salinité et de phytoplancton 

(Skeletonema costatum) sont rassemblées en ANNEXE III. 

 

2.2. Suivi histologique de la gamétogenèse 

� Approche qualitative : 

 

Tableau 12. Effet du niveau trophique sur l’évolution de la gamétogenèse et du tissu de réserve. 
(En gras, les stades majoritaires ; Gam. Résid. : Nombre d'individus dont les tubules gonadiques contiennent de nombreux 
gamètes résiduels ; herma. : Nombre d’individus hermaphrodites ; Situa. Part. : Situation particulière). 

 

En avril et en juillet 2005, nous n’observons pas de différences liées aux conditions 

d’alimentation : les animaux présentent les mêmes stades majoritaires de gamétogenèse et 

du tissu de réserve.  

En novembre 2005 en revanche, les animaux placés à jeun montrent un retard par 

rapport aux animaux alimentés dans : 

- La réinitiation de la gamétogenèse : 6 animaux sur 10 seulement ont réinitié une 

nouvelle gamétogenèse (10/10 pour les animaux alimentés).  

- La restructuration du tissu de réserve : 2 animaux sur 10 n’ont pas encore un 

tissu de réserve restructuré.  

 

  Stades de gamétogenèse Stades du tissu de réserve 

  0 I II IIIA 

Gam. 
Résid. 

Situa. 
Part. A B C D 

TA+ 1 9       2 8     avr-
05 TA- 1 9       2 8     

TA+     1 9  1 herma.       10 
juil-05  

TA-       10       1 9 
TA+   10     2    10     nov-

05 TA- 4 6    1  2 8     
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� Approche quantitative : 
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En avril 2005, les conditions en alimentation présentent un effet sur le rapport aire 

gonadique sur surface totale (Figure 60b ). Celui-ci reste faible et difficilement mesurable 

(petits animaux) mais semble proportionnellement plus important pour les animaux à jeun. 

Le poids total de la masse viscérale ainsi que la composition tissulaire de l’aire gonadique 

(tissu vésiculeux versus tubules gonadiques) sont cependant les mêmes pour les animaux à 

jeun et les animaux nourris (Figure 60a  et Figure 60c ). 

En juillet, les deux lots sont également peu différents, avec une gonade très 

développée (autour de 60% de la surface de la coupe) contenant presque exclusivement des 

tubules gonadiques (environ 5% de tissu vésiculeux). La surface occupée par la gonade par 

rapport à la coupe transversale chez les huîtres A- (55,26% ± 7,23%) est plus importante 

que chez les animaux au début du conditionnement (39,42% ± 10,44%). 
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Figure 60. Effet des conditions trophiques sur la gamétogenèse. (n=10). 
a. Poids moyen de la masse viscérale en g. 
b. Pourcentage du volume occupé par la gonade par rapport à la surface totale de la coupe transversale. 
c. Pourcentage du volume de  tissu de réserve et de tubules gonadiques contenu dans la gonade. 

(AG : aire gonadique, CT : Coupe transversale, TR : Tissu de réserve et TG : Tubules gonadiques). 
 
Test Student: * P<0,05 et *** P<0,001. 
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En novembre, la mise à jeun provoque une diminution très significative du poids de la 

masse viscérale des animaux (presque 50% de la masse moyenne des A+) qui n’est 

associée qu’à une faible diminution de pourcentage d’aire gonadique. Le pourcentage de 

tubules gonadiques dans l’aire gonadique est légèrement augmenté au dépend du tissu de 

réserve. Il semble donc que la mise à jeun entraîne à cette période de l’année une réduction 

très significative du tissu de réserve dans l’aire gonadique mais également autour de la 

glande digestive. 

 

2.3.  Approche du métabolisme du glycogène 

Les résultats sont représentés sur la Figure 61 . 
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Les conditionnements trophiques ont une incidence identique quelle que soit l’époque 

d’expérimentation sur la capacité d’incorporation (Figure 61a ) : les animaux élevés dans un 

milieu trophique élevé ont une capacité d’incorporation du glucose en glycogène toujours 

Figure 61. Effet des conditions trophiques sur le métabolisme énergétique. 
a. Evolution de la capacité d’incorporation du D-glucose en glycogène dans les cellules vésiculeuses dissociées 

de palpes labiaux (n=6).  
b. Evolution de la capacité d’entrée du D-glucose dans les cellules vésiculeuses dissociées de palpes labiaux 

(n=6). 
c. Expression quantitative des ARNm de SGLT mesurée par technique de PCR en temps réel dans la région 

gonade-manteau (n=3). 
 
Test Student: * P<0,05 et ** P<0,01. 
 

a. Incorporation du glucose 
en glycogène 
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supérieure à celles des huîtres placées dans des conditions alimentaires faibles (test 

student, en avril A+/ A- : p<0,01 ; en juillet A+/ A- : p<0,05 ; en novembre A+/ A- : p<0,01). 

La capacité d’incorporation du glucose en glycogène des cellules vésiculeuses dépend donc 

du niveau trophique quels que soient la saison et l’état reproducteur de l’animal.  

La capacité de transport du D-glucose dans les cellules vésiculeuses est également 

affectée par le niveau trophique mais cet effet n’est observé qu’en juillet 2005 : la capacité 

de transport est plus forte chez les A+ que chez les A- (Figure 61b ).  

Quelle que soit la période de l’année, il semble que le niveau d’expression de SGLT 

soit directement relié au niveau trophique (Figure 61c ). En effet, l’expression relative du 

cotransporteur SGLT apparaît plus forte chez les animaux placés dans un milieu trophique 

pauvre que chez ceux élevés dans un milieu trophique riche. 
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PRINCIPAUX RESULTATS  
 
SUIVI SAISONNIER 
 
� Le déroulement de la gamétogenèse a pu être suivi aux différentes périodes clés de 

la gamétogenèse et du cycle de mise en réserve. Le tissu de réserve gonadique suit une 

évolution inverse à celle des tubules gonadiques. 

�  Le suivi saisonnier montre une variation de la capacité d’incorporation et de transport 

du glucose. Au printemps, le transport de glucose semble faire intervenir le système de 

cotransport sodium dépendant comme le montrent l'inhibition par la phlorizine et l'expression 

du cotransporteur SGLT, élevée à cette période de l'année.  

 

EFFET TROPHIQUE 
 

� Les effets trophiques  portent essentiellement : 

- Quelle que soit la saison, sur la mobilisation du glycogène grâce à une activation de 

l’incorporation du glucose en glycogène chez les animaux élevés dans des conditions 

trophiques élevées. Le niveau de l’expression du cotransporteur SGLT est également 

dépendant des conditions trophiques, la mise à jeun provoque l’augmentation de son 

expression. 

- En période automnale, sur la lyse des gamètes résiduels et la réinitiation de la 

gamétogenèse et la restructuration du tissu de réserve. Des conditions trophiques élevées 

induisent un développement gamétogénétique et du tissu de réserve plus important qu’en 

condition de jeûne. 
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DISCUSSION 

  

L’objectif de ce chapitre était de préciser, à différentes périodes clés du métabolisme 

saisonnier de l’huître, l’état de la balance réserve/gamétogenèse puis d’évaluer l’impact des 

conditions trophiques sur cette balance. Des suivis saisonniers ont déjà été réalisés sur 

Crassostrea gigas sur nos côtes : ils ont montré d'importantes fluctuations qualitatives et 

quantitatives tant au niveau du déroulement de la gamétogenèse que du point de vue du 

stockage des réserves. Ces variations sont souvent très marquées d'une région à l'autre, 

comme l'a souligné Heude-Berthelin et ses collaborateurs (2001) qui ont comparé le site de 

Marennes Oléron et le site de Saint-Vaast en 1997. Elles peuvent l'être également à l'échelle 

d'un même bassin ostréicole (variations microgéographiques), selon les paramètres 

hydrologiques du site comme cela a été décrit dans différents bassins de production 

(Soletchnik et al., 1999 à Marennes Oléron ; Royer et al., 2007 en Baie des Veys). Enfin, sur 

un même site, des variations inter-annuelles liées aux fluctuations environnementales sont 

également décrites et confirment la forte variabilité dans le déroulement des étapes du cycle 

reproducteur, en particulier autour de la période d'émission des gamètes (Costil et al., 2005 ; 

Royer et al., 2007). 

 Dans ce contexte, il était impératif, avant d'explorer l'effet de paramètres 

environnementaux sur la gestion des réserves allouées à la reproduction, de recadrer le 

cycle des réserves en glycogène et le cycle de gamétogenèse sur le site naturel d'élevage, 

par rapport aux données déjà établies. Les animaux témoins sont placés en Baie de Veys 

sur le site de Géfosse, site caractérisé par Royer et al., 2007 comme étant le plus haut sur 

l’estran. Les conditions retrouvées sur le site sont de type estuarien avec d’importants 

apports d’eau douce et de sédiment. Le substrat est colmaté (vase et sable fin). Les huîtres 

placées à cet endroit ont montré les taux les plus élevés de mortalités estivales en  2000, 

2001 et 2002 ainsi qu’une une forte croissance et un important investissement dans la 

reproduction. 

 Le suivi saisonnier a mis en jeu différentes approches complémentaires : 

biométrique, histologique (qualitative et quantitative), métabolique et moléculaire.  

 

 Conditions naturelles  

• Gamétogenèse :  

L’étude qualitative de la gamétogenèse montre que le déroulement général de la 

gamétogenèse chez les huîtres placées en Baie des Veys est similaire à celui présenté par 

Costil et al. en 2005 : la reprise de la gamétogenèse peut s’observer dès le mois de 

novembre, toutefois pour plus de la moitié des animaux, elle débute plus tardivement en 
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hiver (février-mars). Un suivi annuel de la gamétogenèse réalisé en 1997 avait déjà montré 

un tel retard de la reprise de la nouvelle gamétogenèse à Saint-Vaast-la-Hougue par rapport 

à des huîtres issues du bassin de Marennes-Oléron (Heude-Berthelin et al., 2001) : ces 

premières mitoses goniales n’avaient été observées qu’en décembre chez les animaux de 

Saint-Vaast-la-Hougue tandis que la nouvelle gamétogenèse des animaux provenant de 

Marennes Oléron avait débuté depuis plus d‘un mois. Cette réinitiation lente peut être la 

conséquence de la présence de gamètes résiduels en automne (observés en proportions 

variables chez certains animaux), résultat des pontes partielles bien décrites sur nos côtes 

normandes (St Vaast-la-Hougue / Baie des Veys) et liées à la température de l'eau (Mann, 

1979 ; Heude-Berthelin et al., 2001 ; Costil et al., 2005). La maturité sexuelle (stade IIIA) est 

atteinte à la fin du mois de juin pour les animaux de ce suivi comme ceux observés en Baie 

des Veys en 2001 (Costil et al., 2005). L’émission des gamètes est partielle et les gamètes 

résiduels persistent tardivement comme c’est le cas pour les huîtres suivies en 1997 à Saint-

Vaast-la-Hougue (Heude-Berthelin et al., 2001) et en 2001 en Baie des Veys (Costil et al., 

2005), parfois jusqu'en mars.   

L’estimation du pourcentage du tissu gonadique semble être un très bon traceur du 

cycle reproducteur, puisqu'il décrit la continuité des stades de développement (Newell et al., 

1982). Les variations du pourcentage de l’aire gonadique dans la masse viscérale observées 

au cours de ce suivi se rapprochent de celles obtenues par Enriquez-Diaz (2004) et Royer et 

al., 2008. Au printemps l’espace occupé par les tubules gonadiques dans l’aire gonadique 

est faible, la gamétogenèse est à peine réinitiée (stades 0-I). La surface de l’aire gonadique 

dans la masse viscérale croît par la suite et atteint un maximum en juillet au moment où les 

tubules gonadiques envahissent la gonade et que les animaux sont à maturité (stade IIIA). 

La chute du pourcentage de surface gonadique entre juillet et octobre est associée à 

l’émission des gamètes mais ce pourcentage ne dépasse pas 20 % du fait de la présence 

des gamètes résiduels dans les tubules gonadiques.  

 

• Gestion des réserves :  

Le développement du tissu de réserve de l'aire gonadique est similaire à ce qui a été 

décrit pour des huîtres de Marennes Oléron en 1997 (Berthelin et al., 2000b) : les différents 

stades de développement du tissu de réserve (Stade A : restructuration du tissu conjonctif 

vésiculeux ; Stade B : développement maximal du tissu vésiculeux ; Stade C : régression du 

tissu conjonctif vésiculeux ; Stade D : en période de maturité sexuelle, le tissu de réserve est 

fortement résorbé, réduit autour des lacunes hémocytaires) sont étroitement corrélés au 

développement du tissu gonadique : le tissu de réserve gonadique est dense et largement 

dominant sur les tubules en automne et au printemps, pendant la période de repos sexuel et 
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de réinitiation de la gamétogenèse. A partir du mois de mars, il régresse au profit des tubules 

gonadiques qui, en juillet occupent la quasi-totalité de l'aire gonadique.   

En automne, l’aire gonadique contient de nombreux hémocytes. Même si le rôle des 

hémocytes n’a pas été clairement élucidé, Heude-Berthelin (2000) a constaté que la 

restructuration du tissu de réserve est précédée d’une invasion dans la région gonadique par 

un très grand nombre de cellules circulantes. Selon l’auteur, ces cellules jouent certainement 

un rôle important lors de lyse des gamètes résiduels, étape nécessaire pour le 

développement du tissu de réserve. Mais il est possible que les cellules vésiculeuses qui 

apparaissent dans la région gonadique se différencient à partir de certaines de ces cellules 

circulantes. En effet, certaines cellules circulantes invasives possédent des caractéristiques 

ultrastructurales proches de celles des cellules de réserve (nombreuses mitochondries, 

granules de glycogène cytoplasmique, réticulum endoplasmique abondant). 

Parallèlement au suivi histologique du tissu de réserve, l'activité métabolique des 

cellules vésiculeuses a été appréhendée par des tests in vitro sur cellules isolées de palpes 

labiaux dont il a été démontré qu'elles ont un métabolisme identique à celui des cellules de 

l'aire gonadique (Berthelin et al., 2000a).  

La capacité d’incorporation du glucose dans le glycogène reste relativement élevée 

en Baie des Veys tout au long de l'année (par comparaison à d'autres sites décrits comme 

Marennes-Oléron ou Saint-Vaast-La-Hougue). Elle est cependant plus faible en juin, période 

où le métabolisme du glycogène est orienté vers la mobilisation, puis cette capacité 

d’incorporation augmente en octobre, lorsque le tissu vésiculeux se restructure et débute le 

stockage des réserves en glycogène, pour se stabiliser à environ 0,2 nmol.106 cellules. En 

2000, Heude-Berthelin a mesuré la capacité d’incorporation du glucose en glycogène dans 

des cellules vésiculeuses d’huîtres creuses originaires de Marennes Oléron et de Saint-

Vaast-la-Hougue. Globalement, pour ces deux sites, les variations saisonnières de la 

capacité d’incorporer le glucose de ces cellules sont plus marquées que celles observées en 

Baie des Veys. 

 

Les faibles variations annuelles d'activité métabolique en Baie des Veys pourraient 

être liées au fait que dans ce bassin le milieu trophique est relativement riche par rapport aux 

autres sites. De plus, les activités mesurées in vitro d’entrée et d’incorporation sont sans 

doute très différentes de l’activité réelle. En effet, les cellules vésiculeuses sont 

artificiellement placées dans des conditions de 0,5 mM de glucose extracellulaire. Or, en 

regard de la glycémie mesurée en automne et en hiver (évaluée à 0,03 mM en décembre, 

Tableau 8 ), la concentration extracellulaire du test in vitro (0,5 mM) est très nettement 

supérieure à celle de la glycémie réelle. 
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Bacca, au cours de sa thèse, a mesuré les variations annuelles de l’expression de la 

glycogène synthétase et de la glycogène phosphorylase (Bacca et al., 2005) et leurs 

activités (Bacca, 2007) dans les palpes labiaux de Crassostrea gigas. La mesure quantitative 

de ces deux gènes indique d’importantes variations de leur expression : le nombre de 

transcrits de la glycogène synthétase atteint un maximum en octobre (en période de mise en 

réserve) tandis que les transcrits de la glycogène phosphorylase sont plus nombreux au 

mois de mai (en période de mobilisation). Les activités enzymatiques montrent que la 

glycogène phosphorylase joue un rôle important en mars-avril (GP totale, GP a et GP b ont 

une activité élevée), son activité diminue ensuite jusqu’en juin-juillet (forte demande 

énergétique et utilisation des réserves), puis augmente progressivement jusqu’en octobre 

pour rester constante jusqu’en février (croissance somatique). L’activité de la glycogène 

synthétase est quant à elle forte au printemps, faible en été et maximale en automne (pic 

d’activité en septembre lié à la phase de reconstitution du tissu de réserve gonadique et 

d’accumulation du glycogène). Les activités mesurées in vivo ne présentent pas d’opposition 

saisonnière bien marquée, ce qui suggère l’existence de plusieurs niveaux de régulation de 

la synthèse et de la dégradation du glycogène (Bacca, 2007). 

L'implication des transporteurs SGLT a été démontrée par deux approches :  

- L’utilisation de la phlorizine a permis de montrer une réduction significative de la 

capacité de transport du glucose en avril. Ce transport fait donc intervenir des co-transports 

sodium dépendants à cette époque de l’année. 

- La quantité relative de transcrits SGLT (PCR en temps réel) est surtout élevée 

au printemps. 

Ces deux résultats démontrent que ce transporteur joue un rôle prépondérant dans le 

transport du glucose au printemps. 

Le niveau d’expression est plus faible dans la région gonade manteau par rapport à 

celui mesuré dans les palpes labiaux, cette variation doit être rapprochée de la composition 

mixte  et variable de la région gonadique. 

 

Le contrôle des variations saisonnières peut faire appel à des facteurs internes 

(métabolites, hormones) et/ou externes (température, photopériode, niveau trophique). Dans 

le but d’apporter des éléments de réponse au problème complexe de la régulation de la 

balance réserve-reproduction chez l'huître, nous avons réalisé un conditionnement 

d’animaux en milieu contrôlé afin d'évaluer l'impact des conditions trophiques sur les 

réserves et sur la gamétogenèse en fonction de l'état physiologique des animaux.  
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 Effet du niveau trophique  

• Gamétogenèse :  

Après un mois de jeûne, certains animaux A- se trouvent encore au stade 0 alors que 

les animaux A+ ont tous atteint le stade suivant. Il semble que le jeûne ralentisse la reprise 

de la nouvelle gamétogenèse et le développement du tissu de réserve ce qui induit chez les 

animaux A- une masse viscérale plus faible. L'effet du niveau trophique porte surtout en 

automne sur la lyse des gamètes résiduels qui conditionne à la fois la reprise de la 

gamétogenèse et la restructuration du tissu de réserve. Les plages de lyse occupent un 

espace qui ne favorise pas une restructuration optimale du tissu de réserve ce qui provoque 

sans doute le retard de la réinitiation gamétogénétique.   

Le processus de dégénération des gamètes, est connu principalement sous les 

termes de résorption ou d'atrésie (Steele & Mulcahy, 1999). La résorption des gamètes est 

une phase nécessaire à la préparation de la gonade pour un nouveau cycle sexuel. D’après 

Enriquez-Diaz (2004), les huîtres auxquelles un régime alimentaire pauvre est fourni et qui 

ont totalement libéré leurs gamètes, présentent une courte période de résorption des 

gamètes tandis que celles nourries à partir d’un régime riche pondent partiellement et restent 

en période de résorption gamétique pendant plusieurs mois (automne-hiver).  

Au printemps et en été, l'abondance de l'alimentation (concentration de 

phytoplancton) joue un rôle clef dans la stratégie reproductrice de Crassostrea gigas. 

Enriquez-Diaz (2004) a montré que si la température de l'eau régule la vitesse et donc la 

durée de la gamétogenèse, son intensité est influencée par la quantité de nourriture 

disponible. Ainsi, un niveau élevé de phytoplancton au printemps et en début d'été peut 

induire: un développement très élevé (hypertrophie) de la gonade, des modifications dans 

l'intensité de ponte (Soniat & Ray, 1985) et même une résorption automnale plus longue. 

Cette stratégie reproductrice dépendante de l'environnement mise en place par C. gigas est 

vraisemblablement un mécanisme d'adaptation lui permettant de réussir dans tous les 

d’habitats. 

  

• Gestion des réserves  

Pour comprendre comment les conditions trophiques influent sur le métabolisme du 

glycogène, la capacité d’incorporation du glucose en glycogène, la capacité d’entrée et 

l’expression des transporteurs SGLTs ont été suivies. 

 

Les conditions trophiques peuvent avoir un impact à la fois sur le métabolisme des 

cellules vésiculeuses, mais peut-être également sur leur nombre :  

En novembre, la masse viscérale est plus faible chez les A- sans qu’il y ait de 

variations de la composition, ni du volume relatif de l’aire gonadique. Les conditions de jeûne 
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à cette période de l’année semblent provoquer un amaigrissement général des animaux, les 

huîtres puisent dans leurs réserves, y compris viscérales. Néanmoins, la plupart des huîtres 

à la fin du jeûne ont reconstitué leur tissu conjonctif vésiculeux (stade B) comme la majorité 

des animaux placés sur estran. 

Le niveau trophique montre un impact sur le métabolisme glucidique : les résultats 

mettent en évidence l’existence d’une régulation de la capacité d’incorporation du glucose en 

glycogène par le taux de glucose circulant. Aux trois saisons analysées, la capacité 

d’incorporation du glucose en glycogène dépend directement du niveau d'alimentation. Dans 

les expérimentations in vitro, les cellules vésiculeuses dissociées sont toujours placées dans 

des conditions de concentrations en glucose extracellulaire (0,5mM) identiques. Ainsi, si la 

capacité d’incorporation est différente, c'est que l'entrée et/ou le fonctionnement des 

enzymes des voies métaboliques du glycogène sont régulés par le glucose circulant. Les 

variations de la capacité d’incorporer le glucose sont le résultat d’un régulation intégrée et 

non d’un mécanisme passif lié à la quantité de glucose extracellulaire. 

Cette régulation porte sur l'expression des SGLTs qui tend à être plus importante en 

condition de jeûne. En Juillet chez les A-, l’augmentation des SGLTs est associée à une 

baisse significative de la capacité d'entrée, ce qui suggère leur possible rôle dans la sortie du 

glucose à cette période. Au printemps, la différence d’expression de SGLT est moins 

importante et ne se traduit pas par une variation de l’entrée. En novembre, l’entrée et le 

niveau de transcrits SGLT sont relativement faibles. A cette période de l’année, les SGLTs 

ne semblent pas intervenir dans la phase de stockage de glucose en glycogène dans les 

cellules vésiculeuses. Ce transporteur sodium dépendant semble jouer un rôle plus 

important au printemps et en période estivale lorsque les huîtres développent leur 

gamétogenèse et mobilisent leurs réserves en glycogène. 

La régulation de l'expression de SGLT par le taux de glucose circulant est un 

phénomène également décrit chez les vertébrés. Dyer et al., 2003 ont mis en évidence dans 

les cellules épithéliales de l’intestin de mouton par immunodétection que l’activité et 

l’abondance des transporteurs SGLT1 sur la membrane des cellules intestinales étaient 

régulées par le D-glucose. De même, Ohta et ses collaborateurs (1990) ont démontré à 

partir de lignée cellulaire épithéliale rénale porcine (LLC-PK1) que de fortes concentrations 

en glucose régulent négativement l’expression des transporteurs  SGLT1. Selon ces auteurs, 

le niveau d’expression du cotransporteur est maximal aux plus faibles concentrations de D-

glucose tandis qu’aux fortes concentrations, voir hyperglycémiantes, le niveau de transcrits 

chute soudainement. Les travaux de Kellet, (2001, pour revue) ont également montré dans 

les cellules épithéliales intestinales qu’aux faibles concentrations de D-glucose, le transport 

cellulaire du D-glucose privilégie son entrée via le transporteur SGLT1 très affin pour ce 
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substrat tandis qu’aux fortes concentrations, le transporteurs GLUT2, moins affin mais plus 

efficace, assure le transport de l’hexose. 

 

Les résultats obtenus dans le cadre de ce conditionnement expérimental ont 

permis de mettre en évidence la présence d’importants phénomènes de régulation du 

transport du glucose et de la capacité d’incorporation du glucose dans le glycogène. 

Au printemps et en automne, lors des deux périodes d’inversion métabolique 

(stockage/ mobilisation du glycogène), les huîtres répondent différemment au 

conditionnement artificiel, il semble que des phénomènes de régulation 

particulièrement efficaces agissent en modulant l’activité des enzymes du 

métabolisme du glycogène mais également les systèmes de transport de glucose 

dans les cellules vésiculeuses. 

 

Perspectives : 

 

 A la suite de ces travaux, mettant en évidence l’existence des mécanismes de 

régulation du métabolisme du glycogène, plusieurs perspectives de travail peuvent être 

envisagées : 

  

� Si l'effet observé sur la gestion des réserves lors des conditionnements à jeun est 

direct, il pourra être confirmé par une approche in vitro consistant à pré-incuber les cellules 

vésiculeuses dissociées avec différentes concentrations de glucose extracellulaire puis à 

mesurer leur capacité de transport en présence d'inhibiteurs (cytochalasine B et Phlorizine). 

Il sera également intéressant lors ce cette expérience de mesurer l'expression du 

transporteur SGLT.  

� La technique d’électrophorèse bidimentionnelle pourrait être envisagée afin de 

contrôler l’effet du niveau trophique sur le protéome du tissu vésiculeux de l’huître creuse. Il 

faudrait effectuer des empreintes protéomiques à différentes périodes de l’année afin de 

suivre les variations saisonnières nettement mises en évidence dans le cadre de notre étude 

(printemps, été et automne).   

   

  

 A la suite de ces travaux sur l’effet des paramètres environnementaux (alimentation) 

sur le métabolisme énergétique de l’huître creuse, nous avons recherché l’implication de la 

composante génétique dans le métabolisme glucidique et la reproduction. 
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III. IMPLICATION DE LA COMPOSANTE GENETIQUE DANS LE METABOLISME 

GLUCIDIQUE ET LA REPRODUCTION  

 

INTRODUCTION 

Depuis l’introduction en France dans les années 1970 de l’huître japonaise 

Crassostrea gigas, des épisodes de mortalité se sont régulièrement produits en période 

estivale (Maurer et al., 1986, Renault et al., 1994 ; Goulletquer, 1998 ; Soletchnik et al., 

1999). De tels phénomènes ont été également observés au Japon depuis la fin des années 

60 (Mori, 1979) ainsi qu’aux Etats-Unis depuis les années 70 (Perdue et al., 1981), dans des 

sites de forte productivité, de fort niveau trophique et où la température excède 20 °C en 

période estivale (Beattie et al., 1980). En France, ces mortalités sont variables selon les 

années, elles affectent généralement 10 à 15 % des animaux mais peuvent atteindre 

localement 80 % du stock certaines années. Leurs répercussions économiques sont donc 

importantes pour la filière et elles peuvent même menacer la pérennité des entreprises. 

Depuis les années 80, de nombreuses études ont été consacrées à ces mortalités 

épisodiques afin d’en dégager les principales caractéristiques : elles affectent les animaux 

adultes et juvéniles à des taux variables (Maurer et al., 1986 ; Goulletquer, 1998), se 

produisent pendant la période de reproduction et sont associées à des températures élevées 

(Maurer et al., 1986 ; Lipovsky & Chew, 1972 ; Clegg et al., 1998, Maurer & Borel, 1986). 

Elles varient aussi selon les conditions d’élevage (Soletchnik et al., 1999) : les pratiques 

culturales (élevage à plat ou sur table par exemple) de même que les caractéristiques du site 

d’élevage sont susceptibles de fragiliser les individus, les rendant plus ou moins sensibles 

aux mortalités. Certains auteurs ont associé aux mortalités estivales la présence d’agents 

pathogènes de type bactérien (Renault et al., 1994 ; Lacoste et al., 2001 ; Waechter et al., 

2002 ; Garnier et al., 2007) ou viraux (Friedman et al., 2005).  Cependant, dans la mesure où 

aucun de ces pathogènes n’a pu être systématiquement relié à tous phénomènes de 

mortalité, il semble que leur présence soit plutôt la conséquence d’un affaiblissement général 

de l’organisme des animaux, les rendant plus vulnérables aux infections (Le Roux et al., 

2002).  

C’est sur la base d’une hypothèse d’interactions complexes entre l’huître, son 

environnement et des pathogènes opportunistes, qu’a été initié un projet pluridisciplinaire 

d’étude des mortalités estivales rassemblant les efforts des 15 équipes de 2001 à 2005 sur 

une même problématique dans le cadre du défi MOREST (MORtalités ESTivales). Dans ce 

programme, les différents facteurs impliqués dans les interactions ‘hôtes, environnement, 

pathogène’ ont été systématiquement analysés dans le but de construire un modèle 

d’interaction permettant à terme de gérer et de prévoir les épisodes de crise (Figure 62 ).  
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Figure 62. Interaction des sept facteurs de risques conduisant aux mortalités estivales. 
D’après Samain & Mc Combie, 2007. 
 

Figure 63. Hypothèse sur l’existence d’une inadéquation entre les réserves pré-établies et les 
dépenses énergétiques.  
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La Figure 63  suggère qu’en période estivale, les dépenses énergétiques de l’huître 

sont multiples : 

� La croissance est forte, les huîtres sont en période de maturation 

gamétogénétique, puis d’émission des gamètes. L’effort de reproduction est 

élevé puisqu’il se traduit par une perte de volume de l’ordre de 60 % du poids 

sec de chair au moment de la ponte (Downing & Allen, 1987). 

� Les conditions environnementales sont difficiles. La température élevée 

favorise la prolifération des microorganismes, les stress de température sont 

de forte amplitude et fréquents, la température sur les parcs exondés peut 

dépasser 40 °C en été. 

 

Les dépenses énergétiques associées à cette conjonction d’événements sont alors 

soutenues par l’alimentation mais également par la mobilisation des réserves préalablement 

stockées par l’animal au cours de l’hiver. Il apparaît donc clairement que l’efficacité de la 

mise en réserve hivernale est primordiale pour permettre aux animaux de franchir la période 

estivale critique (Figure 63 ). Une inadéquation entre les réserves pré-établies au cours de la 

période de stockage en période hivernale et les dépenses estivales pourrait être la cause de 

cette « crise énergétique » estivale. C’est cette hypothèse que nous avons privilégiée dans 

le cadre du programme MOREST, à travers une partie de ce travail de thèse. 

Parmi les facteurs ayant un impact sur les mortalités estivales, l’implication d’une 

composante génétique a été clairement démontrée. En effet, en 1980, Beattie et ses 

collaborateurs avaient déjà mis en évidence aux Etats-Unis (Rocky Bay, Washington) une 

mortalité différentielle, variant de 10 à 80 % selon les familles sélectionnées. En France, en 

2003, Dégremont a également démontré l’existence d’une composante génétique dans la 

sensibilité ou la résistance aux mortalités estivales. A travers une sélection divergente basée 

sur le caractère de survie, des familles monoparentales d’huîtres nommées R (Résistantes) 

ou S (Sensibles) ont été produites (Dégremont, 2003 ; Dégremont et al., 2005, 2007). La 

forte héritabilité de ce caractère dont les facteurs déterminants apparaissent multiples, 

permet de suspecter qu’il puisse être sous contrôle d’un petit nombre de gènes (Dégremont 

et al., 2007) et méritait d’être largement étudiée car elle ouvre une voie originale pour la 

sélection de souches résistantes aux mortalités. 

Compte tenu du rôle clé des réserves dans la survie estivale, cette composante 

génétique pourrait être liée à des différences en terme de gestion de l’allocation des 

ressources énergétiques, et pourrait se traduire soit au niveau de l’activité métabolique elle-

même (enzymes, transporteurs …) soit au niveau des voies régulatrices. La disponibilité de 

souches d'huîtres résistantes R et sensibles S aux mortalités estivales peut nous permettre 

de mieux préciser leur mode de gestion des réserves en fonction des demandes associées à 
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la reproduction, à la croissance et aux stress environnementaux. Dans cette optique, deux 

études ont été réalisées en parallèle dans deux équipes de l’UMR. La première, assurée par 

H. Bacca (LPI de Plouzané, UMR PE2M), a consisté à étudier l’orientation du métabolisme 

du glycogène en mesurant l’expression et l’activité des enzymes intervenant dans la cascade 

de synthèse et de dégradation du glycogène. La seconde, présentée dans ce manuscrit, a 

eu pour objectif de suivre le développement gamétogénétique, et en parallèle d’évaluer la 

capacité de transport du glucose et de mise en réserve du glycogène pour les deux familles 

R et S. Ainsi, l’expérimentation a consisté d’une part à comparer le comportement des 

huîtres R et S placées dans les mêmes conditions naturelles (sur estran) tout au long d’un 

cycle annuel et d’autre part à discriminer leur capacité à répondre aux paramètres 

trophiques, en utilisant à nouveau les structures pilotes de conditionnements contrôlés 

d’alimentation du SMEL lors des deux périodes d’inversion métabolique (printemps et 

automne).  

 

Cette étude sur l’effet de la composante génétique de gestion des réserves et la 

reproduction chez l’huître Crassostrea gigas a pour objectif d’apporter des éléments de 

réponse aux questions suivantes :  

 

- Quelles sont les différences dans la stratégie de mise en réserve et de 

reproduction chez les huîtres R et S ? 

- Quelles peuvent être les causes de mortalités estivales observées chez les 

huîtres S ? 
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RESULTATS  
 
1. Suivi de la gamétogenèse chez les huîtres R et S 

 
1.1. Approche qualitative  

Une analyse histologique qualitative individuelle réalisée sur un lot de 10 animaux a 

permis de déterminer les stades de gamétogenèse et du tissu en réserve. Les résultats sur 

le suivi sur estran sont reportés sur le tableau 13 et sur l’effet du conditionnement trophique 

sur le tableau 14 . 

 

a. Suivi sur estran  

Tableau 13. Suivi des stades de gamétogenèse des huîtres R et S sur l’estran. (n=10). 
(En gras, les stades majoritaires ; Gam. Résid. : Nombre d'individus dont les tubules gonadiques contiennent de nombreux 
gamètes résiduels ; herma. : Nombre d’individus hermaphrodites ; Situa. Part. : Situation particulière). 

 

  Stades de gamétogenèse Stades du tissu de réserve 

  0 I II III 

Gam. 
Résid.  

Situa.  
Part.  A B C D 

R 7 3     3 7   Mars.  
05 S 7 3   2  8 2   

R 5 4 1    2 8   Avr. 
05 S 5 3 2    2 6 2  

R   6 4  1 
herma.   6 4 Juin. 

05 S   8 2  2 
herma.   6 4 

R    10      10 Juil. 
05 S    10      10 

R 10    3  8 2   Oct. 
05 S 10    5  7 3   

R 10      4 6   Nov. 
05 S 9 1   3  5 5   

 

Sur l’estran, R et S ont eu en 2005 des comportements analogues en terme de 

déroulement de la gamétogenèse et de développement du tissu de réserve gonadique. La 

différence majeure entre les deux lots d’animaux se situe au niveau de la présence de 

gamètes résiduels. En automne, les tubules gonadiques des huîtres S en contiennent plus et 

ces gamètes résiduels perdurent jusqu’au printemps (mars 05). Parallèlement à la 

persistance des gamètes résiduels chez les huîtres S, le tissu de réserve accuse un retard 

de développement, surtout visible en mars 2005 où les S sont majoritairement en stade A 

alors que les R se trouvent en stade B.  
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b. Réponse au conditionnement trophique  

Tableau 14. Stades de gamétogenèse des huîtres R et S soumises à des conditions trophiques 
opposées au printemps et en automne 2005. (n=10). 
(En gras, les stades majoritaires ; Gam. Résid. : Nombre d'individus dont les tubules gonadiques contiennent de nombreux 
gamètes résiduels). 

 
Stades de gamétogenèse Stades du tissu de réserve 

0 I II III 

Gam. 
Résid.  A B C D 

R  6 4  1  7 3  Avr. 
05 
A+ S 1 7 2  1  8 2  

R  5 5    7 3  Avr. 
05 
A- S  10   3  10   

R 3 7   4 3 7   Nov. 
05 
A+ S 2 5  3 4 2 6  2 

R 2 8    2 8   Nov. 
05 
A- S 8 1   3 4 5   

 
Bien que peu différentes sur estran, R et S semblent répondre de manière 

différentielle aux paramètres trophiques et tout particulièrement au jeûne, pour ce qui est de 

la réinitiation du cycle gamétogénétique et de la restructuration du tissu de réserve.  

Au printemps, après un mois de jeûne, les S sont toutes en stade I avec un tissu de 

réserve très développé (stade B) alors que la moitié des R ont déjà atteint le stade II et 

mobilisent leur réserves (stade C). Ce retard peut être relié à la lyse moins avancée des 

gamètes résiduels. 

En automne, la plupart des S sont en stade de repos sexuel alors que la 

gamétogenèse des R est plus avancée. Parallèlement à ces observations, les S présentent 

plus et plus longtemps des gamètes résiduels dans les tubules. La restructuration du tissu de 

réserve est retardée par rapport aux animaux R. Il est à noter également que certaines 

huîtres SA+ sont asynchrones par rapport au déroulement habituel de la gamétogenèse : 

elles présentent un stade III de gamétogenèse au mois de novembre (Figure 64 ). 

 

   

 

 

50 µm 50 µm 

Figure 64. Gamétogenèse (stade III) chez des huîtres S soumises à des conditions trophiques 
élevées (A+) en novembre 2005. X400. (CV : cellule vésiculeuse, SPT : spermatide, SPZ : spermatozoïde et 
TG : tubule gonadique) 

50 µm 
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TG 
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CV 
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1.2. Approche quantitative  

Une approche quantitative par analyse d’image a permis de déterminer le volume 

occupé par la gonade par rapport à la coupe transversale et de mesurer le pourcentage du 

volume occupé par le tissu de réserve et les tubules gonadiques contenus dans la gonade. 

Les résultats du suivi sur estran sont reportés sur la Figure  65 et ceux du conditionnement 

trophique sur la Figure 66 .  

 

a. Suivi sur estran  
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L’approche quantitative en 2005 ne fait pas apparaître de différence significative 

entre les lots R et S sur estran que ce soit d’un point de vue du pourcentage de surface 

occupée par l’aire gonadique par rapport à la coupe transversale ou du pourcentage du 

volume occupé par les tubules dans l’aire gonadique (Figure 65 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a. % AG/CT b. % TG dans la gonade 

Figure 65. Approches histologiques quantitatives sur des animaux R et S placés sur l’estran. 
(n=10). 

a. Pourcentage du volume occupé par la gonade par rapport à la surface totale de la coupe transversale  
b. Pourcentage du volume de tubules gonadiques contenu dans la gonade. 

(AG : Aire gonadique, CT : Coupe transversale et TG : Tubules gonadiques). 
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b. Réponse au conditionnement trophique  
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Au printemps, le retard de gamétogenèse observé après un mois de jeûne ne se 

traduit pas par une diminution du volume gonadique. La surface des tubules chez les S est 

même légèrement plus élevée que celle des R et ce quelques soient les conditions 

d’alimentation, ce qui peut-être lié à la présence de gamètes résiduels et/ou traduire un effort 

de reproduction plus important pour les S. 

En automne, en condition alimentée, la différence de volume de la gonade entre R et 

S est liée aux animaux en stade III présentant une gonade particulièrement développée 

(Figue 66 ). En condition de jeûne, le retard de gamétogenèse entre les R et S ne se traduit 

pas par une baisse significative de volume de la gonade, la différence entre les stades 0 et I 

de gamétogenèse étant certainement plus qualitative que quantitative. 

Figure 66. Approches histologiques qualitatives et quantitatives sur des animaux R et S soumis 
à deux niveaux trophiques opposés. (n=10). 

a. Pourcentage du volume occupé par la gonade par rapport à la surface totale de la coupe transversale  
b. Pourcentage du volume de tubules gonadiques contenu dans la gonade. 

 (AG : Aire gonadique, CT : Coupe transversale et TG : Tubules gonadiques). 
 
Test Student: * P<0,05 et ** P<0,01. 

a. % AG/CT 

b. % TG dans l’aire gonadique 

** 

* * 
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Enfin, le volume des tubules gonadiques dans l’aire gonadique est en général 

supérieur pour les animaux S, ce qui doit être mis en relation avec le fort taux de gamètes 

résiduels mais ceci n’exclut pas la possibilité d’un effort de reproduction supérieur pour les S. 

 

2. Approche du métabolisme du glycogène  
 

Le bilan des réserves en glycogène des huîtres R et S prend en compte la capacité 

d’incorporation du glucose en glycogène et d’entrée du glucose dans les cellules 

vésiculeuses dissociées de palpes labiaux ainsi que l’expression relative du cotransporteur 

SGLT mesurée par technique de PCR en temps réel dans les palpes labiaux (Figures 67  et 

68). 

 

a. Suivi sur estran  

 

Le bilan des réserves en glycogène montre peu de différence entre les deux lots 

d’huîtres R et S sur estran, excepté en octobre 2005 : les capacités d’incorporation et 

d’entrée du glucose sont inférieures chez les S par rapport aux R mais nous n’observons pas 

de différence au niveau de l’expression de SGLT, toujours faible en automne (comme pour 

les huîtres T, Chapitre II). L’expression relative du transporteur SGLT est en revanche 

élevée en mars 2005, en accord avec sa probable implication dans la mobilisation des 

réserves. En novembre, R et S retrouvent une capacité d'entrée et d'incorporation similaire, 

voire légèrement supérieure pour les S. 
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a. Incorporation du glucose dans le glycogène 

b. Entrée du glucose 

* 

* 

c. Expression relative de SGLT dans les palpes labiaux 

Figure 67. Statut des réserves en glycogène sur des animaux R et S placés sur l’estran.  
a. Evolution de la capacité d’incorporation du D-glucose en glycogène dans les cellules vésiculeuses dissociées 

de palpes labiaux (n=6). 
b. Evolution de la capacité d’entrée du D-glucose dans les cellules vésiculeuses dissociées de palpes labiaux 

(n=6).  
c. Expression quantitative des ARNm de SGLT mesurée par technique de PCR en temps réel dans les palpes 

labiaux (n=3). NB. pas d’échantillonnage pour les animaux R en juin 2005. 
 

Test Student: * P<0,05 et ** P<0,01. 
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b. Réponse au conditionnement trophique  
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a. Incorporation du glucose dans le glycogène 

b. Entrée du glucose 

c. Expression relative de SGLT dans les palpes labiaux 

RA+ SA+

SA-RA-
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SA-RA-
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Figure 68. Statut des réserves en glycogène sur des animaux R et S soumis à deux niveaux 
trophiques opposés.  

d. Evolution de la capacité d’incorporation du D-glucose en glycogène dans les cellules vésiculeuses dissociées 
de palpes labiaux (n=6). 

e. Evolution de la capacité d’entrée du D-glucose dans les cellules vésiculeuses dissociées de palpes labiaux 
(n=6).NB. pas d’échantillonnage pour les animaux SA+ en automne 2005. 

f. Expression quantitative des ARNm de SGLT mesurée par technique de PCR en temps réel dans les palpes 
labiaux (n=3).  

 
Test Student: * P<0,05 et ** P<0,01. 
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Lorsque l'incorporation du glucose dans le glycogène est possible, les S ont une 

capacité d’incorporer supérieure aux R. Cette différence est plus nette en conditions 

trophiques élevées et est significative en novembre après le conditionnement automnal. 

Au niveau de la capacité d'entrée du glucose dans les cellules vésiculeuses, les 

différences R/S n'apparaissent qu'en automne après un mois de jeûne : les S présentent une 

meilleure capacité d'entrée (NB. absence de point SA+ à cette date, faute de matériel 

biologique). Ces variations ne s'accompagnent pas d'une différence d'expression des 

transporteurs SGLTs. Le nombre de transcrits SGLTs est très faible en automne. 
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PRINCIPAUX RESULTATS  
  
SUIVI SAISONNIER 
 
� Le déroulement de la gamétogenèse est similaire pour les lots R et S lors du suivi sur 

l’estran. Néanmoins, les huîtres Sensibles possèdent plus de gamètes résiduels et les 

conservent plus longtemps que les Résistantes. 

� La restructuration du tissu de réserve gonadique est plus lente chez les S au mois de 

mars (en lien avec les gamètes résiduels) mais ce retard est ensuite rattrapé en avril.  

� Le bilan des réserves en glycogène montre peu de différence entre les deux familles 

génétiques R et S excepté en octobre. Enfin, il n’y a pas d’effet de la composante génétique 

sur l’expression du transporteur SGLT. 

 

EFFET TROPHIQUE 
 
Les effets trophiques mettent en évidence certaines différences entre les R et S : 

� Les conditions trophiques révèlent un décalage entre les R et S en terme de 

déroulement de leur gamétogenèse particulièrement marqué au printemps après un 

mois de mise à jeun. 

� Les S semblent plus sensibles aux conditions d’alimentation que les R en automne 

2005, l’aire gonadique des huîtres S est proportionnellement plus volumineuse que 

celle des R, ce qui peut-être mis en relation avec le décalage des S noté dans 

l’approche descriptive (3 animaux en stade III). Le pourcentage du volume occupé 

par les tubules dans l’aire gonadique est toujours supérieur pour les animaux S, cette 

différence étant significative en condition d’alimentation A+. Cette observation est à 

mettre en relation avec la présence de plages de lyse et de gamètes résiduels dans 

les tubules gonadiques mais n’exclut pas la possibilité que l’effort de reproduction soit 

supérieur pour les S. 

� Quelque soient les niveaux d’alimentation, les huîtres S possèdent une meilleure 

capacité d’entrée et d’incorporation surtout en automne, en période de mise en 

réserve du glycogène. Enfin, le conditionnement trophique ne montre pas d’effet de la 

composante génétique sur l’expression du transporteur SGLT. 
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DISCUSSION 

Dans le cadre du programme MOREST, deux familles d’huîtres ont été sélectionnées 

sur la base de leur résistance différentielle aux mortalités estivales. En 2005, Dégremont et 

ses collaborateurs ont mis en évidence que 45 % de la variance observée dans la mortalité 

sur estran était expliquée par l’origine génétique des huîtres. Un des objectifs du programme 

MOREST a consisté à analyser les bases physiologiques de ces différences entre R et S en 

les soumettant à des conditions différentes. Ainsi, des lots R et S ont été suivis dans trois 

sites atelier du programme : le bassin de Marennes Oléron en Charente Maritime, la rivière 

d’Auray dans le Morbihan et la Baie des Veys dans la Manche ou en conditions artificielles 

(Samain & Mc Combie, 2007). La comparaison entre les deux familles a montré des 

différences majeures dans la stratégie de reproduction. Dans notre étude, ces lots ont été 

suivis en Baie des Veys sur le banc de Géfosse et en conditions contrôlées d’alimentation 

parallèlement à des lots témoins non sélectionnés. Une attention particulière a été portée à 

leur reproduction et à leur gestion des réserves en glycogène. 

 

• Stratégie reproductive  

Le suivi sur l’estran des huîtres R et S a permis de mettre en évidence les différences 

entre les animaux R et S en terme de stratégie reproductive. Si l’émission des gamètes en 

été est partielle pour les deux familles, il est clairement apparu que les huîtres S conservent 

plus et surtout plus longtemps des gamètes résiduels. Ces gamètes résiduels qui 

remplissent parfois les tubules jusqu’en mars (huîtres S) peuvent ralentir la réinitiation d’une 

nouvelle gamétogenèse, mais semblent surtout freiner la restructuration du tissu de réserve 

en automne. Cela se traduit au printemps (mars 2005) par une majorité de S (8/10) en stade 

A (avec un tissu de réserve en cours de restructuration) alors que les R (7/10) ont un tissu 

de réserve ayant atteint un développement total (stade B). La persistance des gamètes 

résiduels et des plages de lyse chez les huîtres S (parfois jusqu’en mars) pourrait provoquer 

un décalage dans la reprise de la nouvelle gamétogenèse et retarder également le 

développement du tissu vésiculeux gonadique qui, à terme, pourrait être insuffisant pour 

subvenir aux dépenses énergétiques liées à la reproduction. Cette différence physiologique 

pourrait donc être impliquée dans la survie différentielle observée entre les deux groupes et 

constitue un élément de réponse possible au problème des mortalités estivales. 

Nos résultats de suivis de gamétogenèse en Baie des Veys sont dans leur ensemble 

conformes à ce qui a été observé en rivière d’Auray et en Baie des Veys dans des études 

antérieures sur les deux lots R et S (Samain & Mc Combie, 2007) : en 2002 à Auray, la 

température de l’eau ayant atteint 20°C, les R ont émis la totalité de leur gamètes au cours 

du mois d’août alors que les S ont présenté une ponte partielle et une résorption lente des 
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gamètes résiduels en automne. L’année suivante sur le même site, la température estivale 

ayant atteint 22°C, R et S ont pondu de façon synch rone. En 2003 et 2004, sur le site de la 

Baie des Veys, l’analyse histologique et le dosage lipidique avaient indiqué un 

investissement plus important des huîtres S dans la gamétogenèse (au printemps) mais 

aucune différence n’avait été observée pendant la période de ponte et post-ponte (automne). 

Dans le cadre de notre étude, la température relevée en Baie des Veys n’a pas dépassé 

17,5°C en période estivale. Cette faible montée en température en 2005 pourrait expliquer 

que les R ont aussi subi des émissions partielles cette année, mais moindres que les S.  

Prises dans leur ensemble, les données collectées sur les différents sites depuis 

2003 tendent donc à montrer que les huîtres S présentent : 

- un effort de reproduction supérieur par rapport aux R, 

- une tendance aux pontes partielles plus marquée que pour les R. 

Ces caractéristiques restent cependant fortement dépendantes des conditions du 

milieu, en particulier de la température (émission des gamètes) et des conditions trophiques 

(déroulement de la gamétogenèse). L'impact des conditions trophiques sur la gamétogenèse 

a déjà fait l'objet de plusieurs études : la nourriture disponible en fin d’hiver et début de 

printemps semble jouer un rôle important dans le stockage des réserves permettant la 

synthèse des gamètes (Maurer & Borel, 1986). Dans les zones eutrophes, le développement 

gonadique de l’huître semble amplifié jusqu’à une hypertrophie de la gonade pouvant 

conduire à des désordres physiologiques (Mori, 1979 ; Kang et al., 2000). En contre partie, 

une déficience dans la nourriture printanière peut retarder la maturation des gonades et 

provoquer un décalage de la ponte (Deslous-Paoli et al., 1982). Afin de comparer l'effet des 

conditions trophiques sur les deux souches R et S, et tout particulièrement sur leur 

gamétogenèse, un conditionnement trophique a été réalisé aux deux périodes clés du suivi.  

- un mois de jeûne entraîne en automne un fort retard des S par rapport aux R en 

terme de stade de gamétogenèse avec un tissu de réserve très peu développé. Les S 

possédent toujours plus de gamètes résiduels que les R même si le jeûne semble activer 

leur lyse. S’il n’est pas étonnant que le jeûne retarde la maturation des gonades au 

printemps (Deslous-paoli et al., 1982), les S semblent plus sensibles à cet effet trophique 

que les R.  

- les fortes conditions trophiques font ressortir des différences entre R et S 

essentiellement en automne : pour les S, le volume de la gonade est supérieur ainsi que le 

pourcentage de tubules gonadiques dans l’aire gonadique, ce qui doit être mis en relation 

avec le fort taux de gamètes résiduels. En outre, trois huîtres S (sur 10) étaient en stade III à 

l'issue du conditionnement A+, stade habituellement obtenu en début d'été. Ceci peut être 

relié soit à un retard très conséquent de ces animaux soit à une stimulation de la 

gamétogenèse liée au conditionnement artificiel. En effet, la technique de conditionnement 
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de géniteurs consiste à placer des animaux dans des conditions trophiques riches et à élever 

graduellement la température pour accélérer le développement de la gonade jusqu'au stade 

de maturité sexuelle (Lannan et al., 1980). Le conditionnement de géniteurs de Crassostrea 

gigas en laboratoire peut être accompli presque toute l’année à l’exception de l’automne 

(Robert & Gérard, 1999). A cette période de l’année, qualifiée à ce titre de « réfractaire », les 

huîtres se trouvent en période de repos sexuel et ne sont pas réceptives aux 

conditionnements environnementaux. Cependant, une étude réalisée par Chávez-Villalba 

(2001) a démontré que la production d’ovocytes et de larves viables est possible pendant la 

période de ralentissement du cycle sexuel si les huîtres sont exposées à une accélération de 

la variation de la température de manière à créer des conditions hivernales en octobre 

suivies de conditions estivales. Ces résultats illustrent donc le fait que les huîtres S 

répondent différemment et apparaissent plus sensibles aux conditionnements artificiels en 

automne que les R.  

 

De nombreux auteurs ont montré que la fonction de reproduction est extrêmement 

coûteuse en énergie (Berthelin et al., 2000b, Soletchnik et al., 1997). Cette énergie provient 

de l'alimentation mais également des réserves de glycogène pré-établies par l'animal qui 

diminuent progressivement au cours du processus gamétogénétique. Les S semblent 

investir plus d'énergie dans la reproduction que les R, ce qui pourrait entraîner un 

déséquilibre énergétique que des variations de température (stress thermiques), l'émission 

des gamètes ou d'autres facteurs environnementaux ou pathogènes peuvent encore 

accroître (Li et al., 2007; Samain et al., 2007). Le statut énergétique des animaux doit donc 

également être pris en compte dans les phénomènes de mortalités.  

 

• Gestion des réserves  

L’analyse histologique des R et S en Baie des Veys montre clairement un retard des 

S du point de vue de la restructuration du tissu de réserve au printemps. Ce retard est 

indissociable de la présence des gamètes résiduels ou des plages de lyse dans l’aire 

gonadique; il est accentué par des conditions de jeûne. Nous nous sommes demandés si, 

parallèlement à ce retard de lyse, les R et S différaient au niveau de leur capacité de mise en 

réserve ou de mobilisation du glycogène.  

 

 Pour aborder cet aspect, nous avons suivi sur estran puis dans les conditions 

trophiques contrôlées (i) l’incorporation du glucose en glycogène, (ii) l’entrée du glucose 

dans les cellules vésiculeuses de palpes et (iii) l’expression du transporteur SGLT. 
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 Sur estran, R et S présentent des profils similaires sauf en octobre 2005 où les S 

accusent une plus faible capacité d’entrée et d’incorporation du glucose. Les données sur la 

capacité d’incorporation peuvent être mises en parallèle avec celles portant sur les enzymes 

clés du métabolisme du glycogène dosées par Bacca en 2007 : l’expression des enzymes 

glycogène synthase (GS) et glycogène phosphorylase (GP) a été mesurée par PCR en 

temps réel et l’activité de ces enzymes a également été dosée. D’après cet auteur (Bacca, 

2007), il existe de petites différences en terme de quantité d’ARNm mais il n’y a aucune 

différence d’activité GS ou GP entre les huîtres R et S, quelle que soit la saison analysée. Il 

n’y aurait donc pas de différence majeure de fonctionnement au niveau des enzymes de 

synthèse et de dégradation du glycogène. La faible capacité d'incorporation pourrait être 

simplement le reflet d'une plus faible capacité d'entrée du glucose chez les S. Cette 

différence ne met pas en jeu les SGLTs dont le niveau d'expression ne varie pas (faiblement 

exprimé en automne pour les S comme pour les R), mais concernerait plutôt les systèmes 

de transport facilité de type GLuT dont l'existence a été étudiée en chapitre I. Ces 

transporteurs peuvent être la cible de régulations endocrines modulant leur disponibilité au 

niveau de la membrane plasmique, l'effet de l'insuline sur la translocation des GluT 4 ayant 

été largement décrit chez les vertébrés (Martin et al., 2000). 

  

En bilan de cette étude comparant les animaux R et S sur l’estran ou en 

conditions d'alimentation contrôlées, il apparaît que la différence de stratégie de 

reproduction est certainement un point clé du mécanisme de la résistance, comme 

cela a déjà été signalé par Samain et al.,  en 2007. L’émission des gamètes, d’après 

tous les résultats collectés sur des différents sites, semble largement soumise au 

facteur température et les S y seraient particulièrement sensibles. Nos données en 

conditionnement artificiel montrent également que les S sont plus sensibles aux 

conditions trophiques que les R, cette sensibilité portant sur la lyse des gamètes 

résiduels, la réinitiation de la gamétogenèse mais également sur le métabolisme du 

glycogène en automne.  
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Perspectives : 

 

La (les) différence(s) génétique(s) entre R et S porte(nt) donc à la fois sur (i) la 

reproduction, (ii) la gestion des réserves et (iii) la susceptibilité aux stress (thermiques, 

pathogènes etc.) et seraient sous contrôle d'un petit nombre de gènes (Dégremont et al., 

2007).  

Pour comprendre les bases de cette divergence génétique, il serait sans doute 

intéressant de prendre en compte non seulement les acteurs de ces différentes fonctions 

mais surtout les voies régulatrices. Là encore, les molécules de la famille des insuline 

pourraient être de bons candidats puisqu'elles interviennent chez les vertébrés comme chez 

les invertébrés dans la régulation de la reproduction, de la croissance, du métabolisme du 

glycogène, de réponse aux stress…(Clayes et al., 2002 pour revue) et qu'elles peuvent 

également intégrer des effets environnementaux. Des séquences de récepteur et de ligand 

sont dorénavant disponibles (Gricourt et al., 2003, Hamano et al., 2005) et les effecteurs des 

cascades de signalisation sont en cours de caractérisation. Il en est de même pour la voie 

Leptine-Neuropeptide Y, également impliquée dans la gestion de la prise alimentaire et de la 

mise en réserve ainsi que dans le contrôle de la reproduction et de la croissance (Peng et 

al., 1990; Schneider, 2004). Les acteurs de cette voie ont également été décrits chez les 

invertébrés (De Jong-Brink et al., 2001 pour revue) et récemment, des séquences EST 

apparentées au neuropeptide Y et à son récepteur ont été identifiées dans les banques 

normalisées "d'hémocytes et tous stades". 

 Le suivi de l'expression de tous ces gènes potentiellement impliqués dans la balance 

énergétique associée à la reproduction pourra être envisagé par une approche de type 

microarray et par PCR en temps réel afin de préciser leur implication dans la saisonnalité du 

métabolisme, les réponses aux variations du milieu (température, alimentation…), les 

différences entre souches (R et S par exemple). 
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IV. CRYOPRESERVATION, OUTIL POUR LA CONSERVATION A LONG TERME 

DE CELLULES VESICULEUSES  

 

INTRODUCTION 

Les données précédemment acquises ont montré la saisonnalité du métabolisme du 

glucose dans les cellules vésiculeuses d’huître. Le cycle saisonnier de stockage et de 

mobilisation des réserves n’est pas corrélé chez cette espèce avec l’abondance d’aliments 

dans le milieu. Cette observation suggère que le métabolisme énergétique est certainement 

soumis à un mécanisme de régulation stricte permettant d’ajuster la gestion des réserves 

aux besoins énergétiques (croissance reproduction, survie). La nature de cette régulation 

reste à préciser. La recherche de régulateurs potentiels a déjà fait l’objet d’étude (Heude-

Berthelin, 2000) mais se heurte toujours à des limites méthodologiques : il n’est pas aisé de 

comparer des effets d’extraits ganglionnaires ou de molécules hétérologues sur des 

suspensions cellulaires fraîches réalisées à différentes périodes de l’année et pouvant 

présenter des orientations métaboliques variables. De ce point de vue, il est apparu que la 

technique de cryopréservation pouvait s’avérer particulièrement intéressante : elle permet de 

disposer de lots de cellules métaboliquement caractérisées (orientées vers la mise en 

réserve ou vers la mobilisation selon la période de congélation) sur lesquels il est possible 

de tester de façon reproductible n’importe quel extrait ou facteur à n’importe quel moment. 

Cette technique permet également d’atténuer les variations individuelles ou interannuelles 

très marquées chez ces animaux. 

C’est dans cette optique que la technique de cryopréservation a été envisagée sur 

des suspensions de cellules vésiculeuses d’huître Crassostrea gigas. 

 La technique de cryopréservation a été largement utilisée depuis de nombreuses 

années pour la conservation à long terme de cellules, de tissus et d’embryons de 

mammifères (Mazur, 1984 ; Guignot, 2005). Chez les Mollusques bivalves cette technique a 

également été éprouvée, essentiellement pour la congélation des spermatozoïdes de 

Crassostrea gigas (Bougrier & Rabenomanana, 1986 ; Kurokura et al., 1990 ; Mc Fadzen, 

1995 ; Usuki et al., 1997 ; Ieropoli et al., 2004 ; Dong et al., 2005a et 2005b), de C. virginica 

(Paniagua-Chavez et al., 1998 et 2006), de C. tulipa (Yankson & Moyse, 1991) et de C. 

rhizophorae (Nascimento et al., 2005) et de Pinctada margaritifera (Acosta-Salmon et al., 

2007). 

 La cryopréservation des ovocytes est expérimentée avec succès depuis 2005 (Tervit 

et al., 2005) : la survie et le développement embryonnaire après fécondation des ovocytes 

congelés sont suffisants pour permettre l’utilisation de cette technique dans des programmes 

de sélection par combinaison parentale. Des protocoles de cryopréservation de larves ont 



CHAPITRE IV. Cryopréservation de cellules vésiculeuses 

 152 

été établis chez différentes espèces : Mc Fadzen et al., 1995 ; Chao et al., 1994 et 1997, 

Gwo, 1995 ; Naidenko, 1997 ; Lin et al., 1999 mais avec des taux de survie relativement 

faibles. 

En ce qui concerne les cellules somatiques différenciées de Mollusques les données 

sont beaucoup plus fragmentaires : des essais fructueux de cryopréservation ont été réalisés 

sur des cellules cardiaques de Crassostrea virginica (Cheng et al., 2001), de Pecten 

maximus (Le Marrec-Croq et al., 1998) et des cellules dissociées de manteau de Haliotis 

tuberculata (Poncet et al., 2002). 

L’impact de la congélation sur ces différents types cellulaires est évalué soit par des 

tests de survie soit par des tests fonctionnels. 

Le test de perméation du bleu trypan, le dosage de protéines (Bradford) ou de l’ADN 

(Test de Burton) sont rapides et simples à mettre en œuvre. L’utilisation récente de traceurs 

fluorescents (SYBR 14 et l’iodure de propidium) utilisés pour vérifier l’intégrité de la 

membranes cellulaires (Paniagua-Chavez et al., 2006) ne donne pas d’information sur la 

« récupération » des capacités physiologiques des cellules décongelées. L’activité 

mitochondriale peut également être suivie, indépendamment du type cellulaire par le test 

enzymatique de réduction du MTT (Seidler & Wohlrab, 1973) ou très récemment par 

l’utilisation du traceur fluorescent Rhodamine 123 (R123) qui permet de mesurer le potentiel 

membranaire mitochondrial (Paniagua-Chavez et al., 2006). Des tests de fonctionnalité plus 

spécifiques du type cellulaire ont également été développés, en particulier pour les gamètes 

et les embryons : la mobilité des spermatozoïdes et leur pouvoir fécondant sont très souvent 

pris en considération, de même que le développement d’ovocytes après avoir réalisé une 

fécondation, ou le développement des embryons après décongélation. Pour les cellules 

somatiques, la disponibilité de tests biologiques d’activité fonctionnelle s’est limitée à la 

capacité de synthèse de protéines, d’ARN ou d’ADN. La disponibilité de deux tests 

spécifiquement adaptés aux cellules vésiculeuses dissociées, le suivi de l’entrée du glucose 

et le suivi de l’incorporation du glucose en glycogène est une occasion indiscutable d’évaluer 

l’impact de la congélation sur ce type cellulaire. 

Quel que soit le type cellulaire congelé, le protocole de cryopréservation fait toujours 

appel à l’utilisation d’agents cryoprotecteurs. Ils protégent des dommages que peuvent 

causer les stress osmotiques en présence de glace extracellulaire lors du refroidissement 

(entre -5 et -15°C) et empêchent la formation de cr istaux de glace intracellulaire à plus basse 

température. Ils agissent en abaissant le point de congélation (Jain & Paulson, 2006). 

Néanmoins aux concentrations utilisées, ils peuvent avoir également des effets toxiques 

impliquant un placement immédiat a froid après leur ajout et une dilution très rapide dans un 

milieu après décongélation. 
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Plusieurs agents cryoprotecteurs (pénétrants ou non pénétrants) sont répertoriés 

dans la littérature : chez Mizuchopecten yessoensis et chez Mytilus trossulus, le 

DiMéthlSulfOxide (DMSO 5-10 %) a été retenu en tant que meilleur cryoprotecteur suite à 

l’analyse comparée de la survie après congélation de cultures primaires de cellules 

provenant de différentes origines de tissus (Odintsova & Tsal, 1995 ; Odintsova et al., 2001). 

Ce même cryoprotecteur a permis de conserver 93 % de la fertilité des spermatozoïdes de 

C. gigas, 78,3 % et 71,4 % de fertilité pour Saccostrea cucullata et C. tulipa respectivement 

(Yankson & Moyse, 1991). L’éthylène glycol, le glycérol et le DMSO ont également été 

utilisés pour la cryopréservation de larves nauplii de Balanus amphitrite en testant différentes 

concentrations, en variant le temps d’incubation et la température de transition. Le taux de 

survie est le plus important en présence de l’éthylène glycol (Anil et al., 1997). Il apparaît 

donc en se référant à la littérature que le choix du cryoprotecteur dépend largement du type 

de tissu ou de cellules cryopréservées. L’utilisation simultanée de plusieurs cryoprotecteurs 

a également été testée (Poncet & Lebel, 2003), avec une efficacité accrue sur les hémocytes 

d’ormeaux Haliotis tuberculata.  

La vitesse de congélation est également un des facteurs qui détermine la survie 

cellulaire : il faut d’une part qu’elle soit assez lente pour permettre une déshydratation 

suffisamment poussée et ainsi éviter la formation de cristaux de glace intracellulaires, et 

d’autre part assez rapide pour limiter l’effet toxique des cryoprotecteurs avant la congélation 

(Mazur, 1984). A un protocole de congélation brutale interrompue par des paliers (Odintsova 

& Tsal, 1995), est préféré maintenant une diminution progressive de la température. Cette 

méthode est souvent préconisée lors de la congélation de cellules ou de tissus de Bivalves 

(Le Marrec-Croq et al., 1998 ; Horita et al., 1999 ; Lin et al., 1999). De plus, des tests 

réalisés sur les hémocytes d’ormeaux ont révélé l’importance de la vitesse de 

refroidissement : une meilleure survie est obtenue avec un refroidissement plus lent (-

1°C/min) en présence de glycérol (Poncet et al., 2002) alors qu’une vitesse plus rapide (-6 à 

-8°C/min) appliquée à différents types de cellules somatiques ne permet pas d’obtenir des 

taux de survie élevés (Odintsova et al., 2001).  

Ainsi, dans ce chapitre les différents paramètres susceptibles d’influer sur la réussite 

de la cryopréservation ont été pris en compte pour valider un protocole adapté aux cellules 

vésiculeuses : différents traitements cryoprotecteurs, différentes vitesses d’abaissement en 

température et des températures de transfert des échantillons dans l’azote liquide ont été 

comparés. L’efficacité de ces traitements a été validée par le test de réduction MTT, puis, 

pour les concentrations finalement retenues, l‘activité fonctionnelle des cellules vésiculeuses 

a été suivie en mesurant l’entrée et l’incorporation du glucose dans les réserves cellulaires. 
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RESULTATS  

1. Phases d’abaissement de température   

La congélation des suspensions cellulaires se réalise dans un congélateur 

programmé qui contrôle la vitesse d’abaissement de température. 

Cette diminution de température se déroule en plusieurs étapes (Figure 69 ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La première étape est une phase de refroidissement contrôlée depuis la température 

ambiante jusqu’au voisinage du point de congélation du milieu (1). Cette phase est suivie par 

une procédure de « seeding » (2) qui correspond à une descente brusque de la température. 

Ensuite, la phase de récupération de la descente contrôlée de la température (3) précède 

une reprise de la vitesse initiale de refroidissement jusqu’à -40 ou -50°C (4), coïncidant à la 

phase de température auxquelles les cellules sont les plus vulnérables (Chao & Liao, 2001). 

La phase de refroidissement est enfin accélérée jusqu’à -90°C (5) avant le transfert des 

échantillons dans l’azote liquide (6). 

 

2. Toxicité et efficacité des agents cryoprotecteurs 

  Pour les quatre traitements cryoprotecteurs choisis, la survie des cellules de la 

suspension a été déterminée par le test de réduction MTT dans trois conditions : 

- cellules non traitées et non congelées 

Figure 69. Phases d’abaissement de température en fonction du temps 
 

(1) Phase de refroidissement contrôlé 
(2) « Seeding » : diminution brusque de la température 
(3) Période de récupération du refroidissement contrôlé 
(4) Phase de refroidissement avec une vitesse identique que l’initiale jusqu’à -40 ou -50 °C 
(5) Phase de refroidissement accéléré jusqu’à -70 °C 
(6) Transfert des échantillons dans l’azote liquide et conservation  
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- cellules traitées au cryoprotecteur et non congelées  

- cellules traitées au cryoprotecteur et congelées. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de la survie du témoin non traité (100%) 

et sont reportés en Figure 70.  

 

 

 

 

 

 

 

La survie sans congélation est le reflet de la toxicité du traitement cryoprotecteur. 

Cette toxicité peut-être donnée par la formule : 

T = [(survie sans traitement - survie avec traitement sans congélation) / survie sans traitement] x 100 

La survie après congélation permet d’évaluer l’efficacité des traitements 

cryoprotecteurs. Cette efficacité sera donnée par la formule : 

E = [(survie avec traitement sans congélation - survie avec traitement et congélation) / survie avec 

traitement sans congélation] x 100 

 

Les valeurs de T et E ont été calculées pour chaque traitement et sont détaillées en 

Figure 71 . 

100,0

71,2

51,4

0,0

20,0

40,0

60,0

80,0

100,0

témoin EG EG cryo

su
rv

ie
 c

el
lu

la
ire

 (
%

 d
u 

té
m

oi
n)

100,0

53,1 48,6

0,0

20,0

40,0

60,0

80,0

100,0

témoin G G cryo

su
rv

ie
 c

el
lu

la
ire

 (
%

 d
u 

té
m

oi
n)

100,0

79,7

50,8

0,0

20,0

40,0

60,0

80,0

100,0

témoin DGE DGE cryo

su
rv

ie
 c

el
lu

la
ire

 (
%

 d
u 

té
m

oi
n)

100,0

63,5

43,4

0,0

20,0

40,0

60,0

80,0

100,0

témoin D D cryo

su
rv

ie
 c

el
lu

la
ire

 (
%

 d
u 

té
m

oi
n)

a b 

c d 

*** 

*** 
*** 

*** 

*** *** 

*** *** 

Figure 70. Evaluation de la survie avant et après congélation en présence de 4 solutions 
cryoprotectrices. 
La survie est exprimée par rapport à un témoin non congelé et non traité aux cryoprotecteurs. Test student, significativité 
par rapport au témoin : *** P<0.001 (n= 3). 
Témoin : échantillon non traité et non congelé 
DGE: DMSO, Glycérol, Ethylène glycol, D: DMSO, G: Glycérol, EG: Ethylène glycol (avant congélation) 
Cryo: échantillons ayant subi la cryopréservation avec une vitesse de descente de température de - 3°C /min jusqu’à -50°C 
puis transfert des échantillons dans l’azote liquide. 
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Il apparaît ainsi que la toxicité la plus importante correspond au traitement au glycérol 

qui réduit la survie à 46,9 %. Le mélange de cryoprotecteurs est le traitement le moins 

toxique pour les cellules vésiculeuses, entraînant 20,3 % de perte cellulaire seulement. Les 

deux autres traitements donnent des survies intermédiaires. Toutefois, si le glycérol est le 

plus toxique, c’est également lui qui présente la meilleure efficacité cryoprotectrice (91,5%), 

alors que le mélange DGE est le moins efficace, avec seulement 63,7 % d’efficacité. 

En final, comme le montre la Figure 71 , les différents traitements sont équivalents  en 

terme de survie cellulaire après congélation (autour de 50 %). 

Le mélange DGE et le glycérol présentant des spécificités très différentes en terme 

de toxicité et d’efficacité, ils ont été retenus pour l’optimisation du protocole de 

cryopréservation.  

 

3. Effet de la vitesse de descente en température 

Trois vitesses de descente en température ont été testées (-1 °C/min, -3 °C/min et -5 

°C/min) jusqu’à -50°C avant le transfert dans l’azo te liquide et avec les deux solutions 

cryoprotectrices choisies (Figure 72 ). Les résultats sont exprimés en terme de survie 

cellulaire rapportée au témoin « cellules non congelées et non traitées » puis rediluées dans 

l’Alsever comme les cellules décongelées. 

 

 

 

Figure 71. Mesure de la toxicité et de l’efficacité des agents cryoprotecteurs sur la 
suspension de cellules vésiculeuses dissociées. 
La toxicité est exprimée en pourcentage de cellules mortes avant la congélation et l’efficacité est exprimée en 
pourcentage de récupération cellulaire après congélation. 
DGE: DMSO, Glycérol, Ethylène glycol, D: DMSO, G: Glycérol, EG: Ethylène glycol 
La vitesse d’abaissement de température de - 3°C/mi n jusqu’à -50°C puis transfert des échantillons dan s l’azote 
liquide. 
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Pour le traitement avec le mélange DGE, la meilleure survie cellulaire a été obtenue 

avec un refroidissement lent (-1 °C/min) (84,4 ± 1, 4 %). Cette survie diminue 

significativement (autour de 57 %) pour des vitesses de descente de température plus 

élevées. 

Avec le traitement au glycérol, après décongélation quelle que soit la vitesse de 

descente en température, la survie cellulaire n’excède jamais 52,5 %. 

Le mélange DGE à 1°C/min apparaît donc comme le mei lleur traitement et est retenu 

pour les expérimentations suivantes.  

 

*** *** 

* 

Figure 72. Effet de la vitesse de descente en température sur la survie des cellules vésiculeuses (-1; -
3; -5°C/min) pour deux traitements cryoprotecteurs (a) DGE ou (b) Glycérol.  
Les échantillons sont transférés dans l’azote liquide à -50°C. Test student significativité par rappor t au témoin Alsever : * 
P<0.05, *** P<0.001 (n= 5). 

a 

*** 

*** *** 
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4. Effet de la température de transfert des échantillons dans l’azote 

liquide 

 Trois températures de transfert des échantillons dans l’azote liquide ont été testées 

sur des cellules vésiculeuses traitées avec le mélange cryoprotecteur DGE et congelées 

avec une vitesse d’abaissement de température de -3°C/min. La récupération cellulaire 

estimée par le test MTT après décongélation des échantillons cellulaires est comparée à un 

témoin de cellules non congelées, non traitées et rediluées dans l’Alsever comme les 

cellules décongelées (Figure 73 ). 
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Le meilleur résultat en terme  de survie cellulaire est obtenu pour un transfert des 

échantillons à -70°C (survie cellulaire : 68,5 ± 2, 2 %). La récupération cellulaire est plus 

faible à -50°C (51,4 ± 2,9 %) et elle l’est encore moins à -30°C (34,8 ± 6,5 %). Par la suite, la 

température de transfert des échantillons dans l’azote utilisée pour la conservation à long 

terme de cellules vésiculeuses sera donc de -70°C. 

 

5. Conditions finales de cryopréservation 

Les conditions de cryopréservation retenues sont les suivantes : un traitement de la 

suspension cellulaire avec un mélange cryoprotecteur contenant du DMSO, du glycérol et de 

l’Ethylène glycol. Les cellules subissent ensuite un abaissement de température de -1°C par 

minute jusqu’à atteindre une température de transfert des échantillons dans l’azote liquide de 

-70°C. La récupération cellulaire après décongélati on de la suspension ayant subie les 

conditions énumérées ci-dessus est reportée en Figure 74 . Les résultats sont exprimés en 

pourcentage de survie par rapport au témoin. 

Figure 73. Effet de la température de transfert des échantillons dans l’azote liquide sur la survie des 
cellules vésiculeuses après décongélation. 
Trois températures sont comparées (-30°C, -50°C et -70°C). Les cellules sont traitées avec le mélange DGE et cryopréservées 
avec une vitesse d’abaissement de température de -3 °C/min. test student, significativité par rapport au témoin Alsever : *** 
P<0.001 (n= 5). 
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Dans les conditions choisies de cryopréservation, le taux de survie obtenu après 

cryopréservation est significativement le même que celui du témoin non traité, non 

cryopréservé et repris dans l’Alsever. Toutefois, il est à noter que ce témoin dénote d’une 

forte perte cellulaire (près de 60%) par rapport à la suspension cellulaire d’origine, liée à la 

dilution et centrifugation inévitables des cellules. 

  

6. Activité métabolique des cellules vésiculeuses cryopréservées 

L’incidence de la cryopréservation sur l’activité métabolique des cellules vésiculeuses 

a pu être évaluée grâce aux tests biologiques in vitro de l’entrée du D-glucose dans les 

cellules vésiculeuses et de l’incorporation du glucose dans le glycogène. Les capacités 

d’entrée et d’incorporation ont été évaluées sur les suspensions de cellules vésiculeuses 

Figure 74. Récupération cellulaire après décongélation. 
Les cellules sont traitées avec le mélange DGE et cryopréservées avec une vitesse d’abaissement de température de -1°C/min 
puis sont transférées dans l’azote liquide à partir de -70°C.  
Test student, significativité par rapport au témoin Alsever : *** P<0.001 (n= 5). 

*** *** 
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dissociées non traitées ou après traitement avec le mélange DGE, congélation et remises en 

suspension après décongélation dans du milieu de culture L15. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de capacité métabolique par rapport au 

témoin n’ayant subi aucun traitement.  

L’entrée et l’incorporation brutes ne prennent pas en compte la perte cellulaire liée à 

la cryopréservation. L’entrée et l’incorporation nettes sont ramenées au pourcentage de 

cellules vivantes déterminées par le test MTT, ils sont de l’ordre de 40 % comme le montre 

l’expérience précédente. Les résultats sont présentés sur la Figure 75 . 
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Les résultats d’entrée et d’incorporation nettes montrent une différence de l’activité 

métabolique des cellules vésiculeuses par rapport au témoin : elle est très marquée pour 

Figure 75. Activité métabolique de cellules cryopréservées  (-1°C/min, traitement au DGE, transfert 
dans l’azote liquide à -70°C) a été estimée par la mesure de la capacité d’entrée du glucose (a) et 
d’incorporation du glucose en glycogène (b) dans les cellules vésiculeuses.  
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’activité par rapport aux témoins non traités.  

a 
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l’entrée du glucose dans les cellules (seulement 25 % de l’activité initiale). L‘incorporation est 

en revanche moins affectée (70% de l’activité initiale). 

 

7. Constitution d’une banque de cellules vésiculeuses 

Une banque de cellules vésiculeuses a été constituée selon les conditions de 

cryopréservation choisies. Trois périodes ont été retenues en fonction de l’orientation de 

l’activité métabolique des cellules vésiculeuses : en automne, période de stockage du 

glycogène, au printemps, mobilisation des réserves en glycogène et en été, période critique 

de sensibilité des huîtres. 

La survie cellulaire après traitement au mélange DGE a été mesurée dans les 

suspensions cellulaires réalisées lors de ces trois périodes de l’année et est reportée en 

Figure 76 . Les résultats sont exprimés en pourcentage de survie par rapport au témoin non 

traité. 
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La survie cellulaire varie entre 60 et 90% selon les périodes de l’année. 

 

 

 

 

 

 

Figure 76. Variation de la toxicité du mélange cryoprotecteur DGE au cours des saisons.  
Les cellules sont traitées avec le mélange DGE mais ne sont pas cryopréservées. Les résultats sont exprimés en pourcentage 
de survie cellulaire par rapport au témoin non traité. 
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PRINCIPAUX RESULTATS  
 
 
� Le choix de l’agent cryoprotecteur est un compromis entre efficacité cryoprotectrice et 

toxicité. Le mélange de cryoprotecteurs (DGE) s’est révélé le plus approprié. 

� Le mélange DGE associé à un abaissement de température à 1°C/min jusqu’à -70°C 

puis un transfert dans l’azote liquide apparaît comme le traitement cryoprotecteur le 

plus adapté. (avec un taux de survie de 68,5 ± 2,2 % par rapport au témoin Alsever). 

� Les résultats d’entrée et d’incorporation nettes montrent une différence de l’activité 

métabolique des cellules vésiculeuses par rapport au témoin : elle est très marquée 

pour l’entrée du glucose dans les cellules (seulement 25 % de l’activité initiale). 

L‘incorporation est en revanche moins affectée (70% de l’activité initiale). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CHAPITRE IV. Cryopréservation de cellules vésiculeuses 

 163 

DISCUSSION 

La technique de cryopréservation a été envisagée pour répondre aux problèmes de 

variations du métabolisme des cellules vésiculeuses qu’il s’agisse de variations individuelles 

(marquées chez ces invertébrés), de variations saisonnières liées au stade de 

gamétogenèse (orientation métabolique différente) ou de variations inter-annuelles 

(décalage du cycle de reproduction d’une année à l’autre). La constitution d’une banque de 

cellules cryopréservées était un moyen d’échapper à ces variations et de disposer de lots de 

cellules dont le métabolisme aurait été caractérisé préalablement (orienté soit vers une mise 

en réserve énergétique, soit vers une mobilisation). L’objectif de ce travail était donc 

d’étudier la faisabilité de cette approche en sachant qu’il existait peu de données 

bibliographiques sur la cryopréservation chez les bivalves et encore moins sur la 

cryopréservation de cellules somatiques (Tableau 15 ). 

L’utilisation d’un cryoprotecteur est nécessaire pour congeler ces cellules à une 

concentration de l’ordre de 10%. Comme cela apparaît dans le Tableau 15 , les agents 

cryoprotecteurs les plus couramment utilisés chez Crassostrea gigas sont le glycérol, 

l’Ethylène glycol, le DMSO (Nascimento et al., 2005) ; nous les avons donc testés sur les 

cellules vésiculeuses. La combinaison de plusieurs cryoprotecteurs est également efficace et 

réduit l’effet de toxicité individuelle (Acosta-Salmon et al., 2007). C’est pourquoi nous avons 

également utilisé le mélange (DGE) supposé moins toxique (Chao & Liao, 2001). La toxicité 

des agents cryoprotecteurs variant d’un type cellulaire à l’autre, il est impératif de tester la 

tolérance des cellules vésiculeuses vis-à-vis de ces différents traitements. Le test MTT a été 

choisi pour suivre la survie cellulaire avant et après congélation. Ainsi, il est apparu que les 

expérimentations de mise au point de la technique de cryopréservation sur les cellules 

vésiculeuses de l’huître ont permis d’améliorer le rendement de récupération de la 

suspension cellulaire après la décongélation des échantillons. De plus, plusieurs paramètres 

de cryopréservation ont été ajustés : le choix de la solution cryoprotectrice, la vitesse de 

descente de température et la température de transfert des échantillons dans l’azote liquide.  
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Tableau 15. Cryopréservation de divers types cellulaires chez différentes espèces de Mollusques : 
agent cryoprotecteur employé, test de viabilité ou d’activité cellulaire utilisé dans la bibliographie. 

 

Espèce Type cellulaire Agent cryoprotecteur 
employé 

Test de viabilité 
ou d’activité 

cellulaire 
Référence 

Crassostrea 
gigas 

Spermatozoïdes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Spermatozoïdes 
2n 
 
Spermatozoïdes 
4n 
 
Ovocytes 
 
 
 
 
 
 
Embryons 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Larves 

Me2SO 
 
 
 
 
Me2SO, Tréhalose 
 
 
Ethylène glycol 
 
Propylène glycol 
 
 
Glycérol, DMSO 
 
 
DMSO, Ethylène glycol, 
Propylène glycol, glycérol 
 
 
DMSO, Méthanol, 
Propylène glycol 
 
Me2SO, 
Propylène glycol 
 
DMSO 
 
 
Me2SO 
 
Glycérol 
 
Ethylène glycol, DMSO, 
Propylène glycol, Méthanol 
 
Propylène glycol, 
Glycérol 
 
Ethylène glycol, Me2SO 
 
Me2SO, Ethylène glycol 
 
Me2SO 
 
Propanediol, Méthanol 
 
Sucrose 
 
Me2SO 
 

Fertilité 
 
 
Eosine-nigrosine 
 
Fertilité 
 
 
 
 
 
 
 
Comètes 
 
 
Développement 
embryonnaire 
(�larve D) 
 
Mobilité et 
fertilité 
 
Mobilité, fertilité 
 
 
Mobilité, fertilité 
 
 
Fertilité 
 
 
 
Fertilité et 
développement 
 
Viabilité 
 
 
Développement 
embryonnaire 
 
 
 
 
 
 
 
 
Développement 
 
viabilité 

Ieropoli et al., 2004 ; Usuki et al., 
1999 ; Van der Horst et al., 1985  
 
kurokura et al., 1990 
 
Adams et al., 2004 ; Mc Fadzen, 
1995 
 
Lennan, 1971 
 
Bougrier & Rabenomanana, 
1986 
 
Gwo et al., 2003 
 
 
Ieropoli et al., 2004 
 
 
 
Paniagua-Chavez et al., 2006 
 
 
Dong et al., 2005b 
 
 
Dong et al., 2005a 
 
 
Chen et al., 1989 
 
Naidenko, 1997  
 
Tervit et al., 2005 
 
 
Gwo et al., 2003 
 
 
Chao et al., 1994 
 
Lin et al., 1993 
 
Chao et al., 1997 
 
Renard & Cochard, 1989 
 
Naidenko, 1997 ; Renard, 1991 
 
Naidenko, 1997  
 
Usuki et al., 1999 
 

Crassostrea 
rhizophorae 

Spermatozoïdes 
 
 
Larves  
trochophores 

DMSO, Propanediol, 
Méthanol 
 
DMSO, Propanediol, 
Méthanol 

Fertilité 
 
 
Développement 

Nascimento et al., 2005 
 
 
Nascimento et al., 2005 
 

Crassostrea 
tulipa 

Spermatozoïdes 
 

Me2SO 
 

viabilité Choi & Chang, 2003 
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Crassostrea 
virginica 

Spermatozoïdes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Larves 
 
 
Cellules du coeur 

Propylène glycol 
Me2SO 
 
 
Propylène glycol 
 
 
 
 
 
 
Propylène glycol 
 
 
Me2SO, Glycérol, 
Propylène glycol 

Fertilité 
 
 
 
Traceurs 
fluorescents 
(SYBR 14, 
Rodhamine, 
Iodure de 
Propidium)  
 
Survie et 
croissance 
 
MTT 

Paniagua-Chavez & Tiersch, 
2001 ; Zell et al., 1979 ; Hughes, 
1973  
 
Paniagua-Chavez et al., 2006 
 
 
 
 
 
 
Paniagua-Chavez et al., 1998 
 
 
Cheng et al., 2001 

Haliotis 
diversicolor 

Spermatozoïdes 
 

Me2SO, Glucose 
 
Me2SO 

Fertilité Tsai & Chao, 1994 
 
Gwo et al., 2002 

Haliotis 
tuberculata 

Cellules du 
manteau 
 
hémocytes 

Me2SO, Glycérol, 
Ethylène glycol 
 
Me2SO, Glycérol, 
Ethylène glycol 

MTT, Bradford, 
Burton test, 
activité 
phosphatase-
alcaline, 
incorporation de 
[3H]-Leucine 

Poncet et al., 2002 
 
 
Poncet & Lebel, 2003 

Meretrix 
lusoria 

Embryons Me2SO Développement Chao et al., 1997 

Pecten 
maximus 

Embryons 
 
 
 
Cellules du coeur 

Ethylène glycol 
Propanediol, Méthanol 
Me2SO, Glycérol, sucrose 
 
Me2SO 

Viabilité 
 
 
 
Bleu Trypan, 
Bradford, 
incorporation de 
[3H]-Thymidine, 
incorporation de 
[14C]-Leucine 

Renard & Cochard, 1989 
 
 
 
Le Marrec-Croq et al., 1998 

Pinctada 
fucata 

Larves Me2SO viabilité Choi & Chang, 2003 

Pinctada 
margaritifera 

Spermatozoïdes 
 

Tréhalose+DMSO 
Glucose+DMSO+Propylène 
glycol 

Mobilité Acosta-Salmon et al., 2007 

Mizuchopecten 
yessoensis 

Culture primaire 
Cellules 
embryonnaires 
Cellules de la 
glande digestive 

Me2SO, Glycérol 
Tréhalose 

Bleu Trypan 
Incorporation de 
[3H]-uridine 

Odintsova et Tsal, 1995 
Odintsova et al., 2001  

Mytilus edulis Embryons Me2SO Viabilité Toledo et al., 1989 

Mytilus 
trossulus 

Culture primaire 
Manteau, 
branchies, 
muscles 

Me2SO Incorporation de 
[3H]-uridine 

Odintsova & Tsal, 1995 
Odintsova et al., 2001 

Ruditapes 
philippinarum 

Embryons Ethylène glycol 
Propanediol, Méthanol 
Me2SO, Glycérol, sucrose 

Viabilité Renard & Cochard, 1989 

 

Le glycérol présente la meilleure efficacité cryoprotectrice, mais se révèle être le 

cryoprotecteur le plus toxique pour les cellules avant congélation : cette toxicité avait déjà 

été démontrée chez des embryons de Crassostrea gigas à différents stades de 

développement (Gwo, 1995), elle entraîne une survie finale moindre par rapport aux autres 

cryoprotectants. Le mélange DGE comme prévu, s’est avéré le moins toxique. 
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En ce qui concerne les paramètres de congélation, là encore, le protocole doit être 

adapté au type cellulaire : la vitesse de refroidissement doit permettre un compromis entre 

une hydratation suffisante des cellules, pour prévenir la formation de glace intracellulaire et 

pour limiter les variations de pH, et les effets toxiques des solutés. Les résultats obtenus 

pour trois vitesses de refroidissement (-5, -3 et -1 °C/min) ont clairement montré qu’en 

présence de DGE, la survie des cellules vésiculeuses est nettement améliorée aux faibles 

vitesses de refroidissement (84,4 % de survie à -1 °C/min par rapport au témoin Alsever). 

Ces données sont conformes avec l’observation que les cellules de volume important 

requièrent une descente en température plus lente. Néanmoins, ces vitesses sont du même 

ordre que celles utilisées pour les cellules cardiaques de Pecten maximus (Le Marrec-Croq 

et al., 1998), les hémocytes d’ormeaux Haliotis tuberculata (Poncet et al., 2002), les 

ovocytes ou les spermatozoïdes de Crassostrea gigas (Dong et al., 2005b ; Tervit et al., 

2005).  

La température de transfert des échantillons dans l’azote liquide est également 

importante pour garantir le succès de la cryopréservation (Cheng et al., 2001). Elle est liée à 

l’état de déshydratation des cellules. Dans notre cas, 3 températures ont été comparées : - 

70°C, -50°C et -30°C. Une survie améliorée a été ob tenue pour -70°C. Ce résultat est 

également en accord avec ce qui a été utilisé pour la cryopréservation d’autres types de 

cellules somatiques chez Crassostrea gigas ou Pecten maximus (Le Marrec-Croq et al., 

1998 ; Cheng et al., 2001) ou de spermatozoïdes de Crassostrea gigas (Ieropoli et al., 2004 ; 

Dong et al., 2005b). 

 

Malgré l’optimisation de ces paramètres de cryopréservation, le taux de récupération 

de cellules vivantes après congélation excède rarement 40 % du témoin non traité aux 

cryoprotectants et non congelé. Ce taux relativement faible en rapport à la littérature peut 

s’expliquer par plusieurs facteurs :  

� Les cellules vésiculeuses sont de grosses cellules fragiles qui ne peuvent être 

centrifugées qu’à faible vitesse. Le traitement de décongélation les soumet à des 

dilutions et à une centrifugation qui entraînent des pertes cellulaires importantes. Ces 

pertes sont évaluées par le témoin Alsever (qui subit les mêmes dilutions et 

centrifugations, mais pas d’addition d’agent cryoprotecteur ni de congélation), elles 

sont de l’ordre de 35 %. 

� La survie cellulaire est mesurée par le test MTT, test d’activité fonctionnelle 

basé sur l’activité mitochondriale, ce test est beaucoup plus précis que le test de 

perméation du bleu Trypan par exemple qui est utilisé dans de nombreuses références. 
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Poncet et Lebel (2003) ont également observé de fortes variations de survie selon le 

test utilisé sur les hémocytes d’ormeaux : le test de MTT donne généralement une 

survie inférieure à celles obtenues soit par le dosage protéique, soit par le contenu en 

ADN. Très récemment, des tests basés sur l’utilisation de traceurs fluorescents 

marqueurs de l’intégrité membranaire (SYBR 14 et Iodure de Propidium) ou du 

potentiel membranaire mitochondriale (Rhodamine 123) ont été développés et peuvent 

constituer une alternative intéressante au MTT (Paniagua-Chavez et al., 2006) qui est 

un test relativement long.  

� La survie varie d’une expérimentation à l’autre. Un lot de cellules décongelées 

en deux expérimentations distinctes peut donner des taux de survie différents, très 

probablement liés à de légères variations des conditions expérimentales de 

décongélation. Cette observation montre la sensibilité des cellules à toute variation de 

température et donc la nécessité de calibrer parfaitement les protocoles expérimentaux 

pour obtenir la meilleure reproductibilité possible. 

� La survie varie dans l’année, très certainement en lien avec l’état 

physiologique des cellules vésiculeuses, contenant plus ou moins de glycogène et 

présentant une sensibilité variable aux traitements de congélation. 

L’incidence de la cryopréservation sur le métabolisme des cellules vésiculeuses a pu 

être testée à travers les deux tests d’activités biologiques in vitro mis au point sur ce type 

cellulaire. Les résultats montrent que l’entrée du glucose dans la cellule est plus sensible 

que son incorporation dans le glycogène. Cette perte d’activité, retrouvée à différente 

période de l’année de façon plus ou moins marquée peut indiquer que la cryopréservation 

affecte l’organisation de la membrane cellulaire et perturbe le fonctionnement des 

transporteurs. Il doit être noté que l’entrée est mesurée dans les 3 heures qui suivent 

immédiatement la décongélation. Une observation ultrastructurale comparative des cellules 

avant et après cryopréservation en se focalisant particulièrement sur l’intégrité de la 

membrane permettrait de vérifier cette hypothèse. Une phase de récupération préalable 

permettrait peut-être de rétablir un fonctionnement normal et devra être expérimentée. De 

même, l’addition de tréhalose qui stabilise la membrane cellulaire en réduisant la formation 

de cristaux de glace lors de la cryopréservation pourra être envisagée. Cet agent 

cryoprotecteur a montré un effet positif sur la mobilité des spermatozoïdes chez Pinctada 

margaritifera (Acosta-Salmon et al., 2007).  

L’incorporation du glucose dans le glycogène est moins affectée par la congélation, 

mais là encore, il faut noter que le temps d’incubation de 24 heures facilite peut-être une 
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récupération cellulaire qui n’a pas été observé concernant l’étude de l’entrée du glucose 

dans les cellules. 

 

Ces résultats dans leur ensemble confirment la possibilité de congeler ce type 

de cellules somatiques, les cellules vésiculeuses. Néanmoins, une attention 

particulière doit encore être apportée à la phase de décongélation qui peut générer 

des variations par lots ainsi qu’à la mesure des activités métaboliques (surtout 

l’entrée du glucose). 

 A l’issue de l’adaptation de la technique de cryoconservation sur les cellules 

vésiculeuses, une banque de cellules cryopréservées a été réalisée à différentes 

périodes de l’année 2004/2005 à partir de différentes familles d’huîtres (Résistantes, 

Sensibles, et Témoins).  

  

Perspectives : 

 

Le procédé de cryopréservation des cellules vésiculeuses a été envisagé dans le but 

de constituer une banque de cellules facilitant la réalisation à l’avenir d’études sur la 

physiologie de ces cellules. Cette technique a pu être adaptée aux cellules vésiculeuses 

mais il reste toutefois quelques tests à effectuer afin d’améliorer la reprise d’activité cellulaire 

après la décongélation des cellules. Par exemple, un temps de repos après la décongélation 

et avant les tests biologiques devrait permettre de contrôler si la reprise d’activité 

métabolique requiert un temps précis. 

 

 La banque de cellules vésiculeuses pourrait faciliter la mise en oeuvre d’études des 

phénomènes de régulation du transport du glucose ou de l’activité de enzymes du 

métabolisme du glycogène : 

 Il serait par exemple intéressant d’étudier l’effet de la concentration extracellulaire du 

glucose sur la capacité d’incorporation du glucose en glycogène et sur la capacité d’entrée 

du glucose, en utilisant les deux inhibiteurs retenus de la composante saturable 

(cytochalasine B et phlorizine), dans les cellules vésiculeuses cryopréservées aux différentes 

périodes de l’année. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
Dans le cadre de l’étude des mécanismes physiologiques associés à la mise en 

réserve et à la mobilisation du glycogène chez l’huître Crassostrea gigas, le premier axe de 

recherche a consisté à caractériser les mécanismes d’entrée du glucose dans les cellules 

vésiculeuses. Les travaux décrits dans ce manuscrit ont permis de déterminer les 

paramètres de transport de glucose d’une suspension de cellules vésiculeuses de palpes 

labiaux. Les expérimentations in vitro ont mis en évidence la présence d’une composante 

saturable en fonction de la concentration de glucose, dont la Km a été estimée à 0,717 mM et 

la Vmax à 0,226 nmoles/h/106 cellules. L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques et d’analogues du 

glucose a révélé l’existence sur la membrane cellulaire de transporteurs de glucose de type 

actifs et facilités :  

 

� Les transporteurs SGLTs , dont un type a été identifié chez Crassostrea 

gigas, semblent jouer un rôle important au printemps au moment où les huîtres 

achèvent la mise en réserve du glycogène et entreprennent la lyse de du tissu de 

réserve afin de pourvoir aux besoins énergétiques que requiert la gamétogenèse. 

Les différents résultats ont montré qu’au printemps, il existe une concordance 

entre la présence et l’activité des transporteurs grâce à la mesure de l’expression 

du gène par PCR en temps réel et à l’utilisation de la phlorizine qui a montré un 

fort effet inhibiteur sur la capacité de transport sodium dépendant en avril. 

Deux hypothèses sont envisageables afin d’expliquer la présence des 

transporteurs SGLT au niveau de la membrane des cellules vésiculeuses au 

printemps : ils pourraient intervenir pour faciliter la sortie du glucose des cellules 

vésiculeuses lors de la mobilisation des réserves en glycogène ou au contraire 

permettre l’entrée du glucose afin qu’il soit stocké dans les cellules sous forme de 

glycogène en fin de phase de réserve. 

Les conditionnements trophiques ont permis de mettre en évidence une 

implication directe de la quantité en aliment sur l’orientation du métabolisme 

glucidique. La régulation du transport de glucose, portant sur le transporteur 

SGLT, serait donc capable d’intégrer les paramètres du milieu : en condition 

trophique élevée, la métabolisation du glucose en glycogène est forte mais 

l’expression du transporteur SGLT est inhibée. En condition trophique réduite, le 

phénomène inverse est constaté, le nombre de transcrits SGLT augmente tandis 

que la glycogénèse diminue, ce qui porte à penser que les transporteurs SGLTs 

interviendraient lors de la mobilisation du glycogène. 
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� Les transporteurs GLuTs  identifiés chez les Vertébrés présentent des 

homologues chez des Invertébrés comme Drosophila melanogaster et 

Caenorhabditis elegans (Escher & Rasmuson-Lestander, 1999 ; Joost & Thorens, 

2001). Cette conservation de séquence entre espèces phylogénétiquement 

éloignées témoigne d’une origine évolutive précoce et d’une importance 

fonctionnelle de ces transporteurs. 

L’existence de transporteurs de type GLuT est vraisemblable chez 

Crassostrea gigas dans la mesure où la cytochalasine B a montré un effet 

inhibiteur compétitif sur l’entrée du glucose, même si cet effet est relativement 

faible et semble fortement varier dans le temps. La technique de Western blot 

pourrait être envisagée afin de confirmer l’existence d’une protéine de type GluT 

dans les cellules vésiculeuses chez Crassostrea gigas. Cette approche s’est 

révélée fructueuse chez les oiseaux car elle a permis de détecter des protéines 

homologues aux GluT1 et GluT4 des mammifères chez le canard musqué 

(Thomas-Delloye et al., 1999). 

Une étude immunocytochimique, réalisée sur des coupes congelées de 

palpes labiaux et des cellules vésiculeuses dissociées, en utilisant comme outils 

de reconnaissance des anticorps anti-GLuT4 de lapin, a permis une 

immunodétection de transporteurs de glucose (Sombe, 2001). Le signal de 

l’immunomarquage a pu être intensifié en présence d’insuline porcine et a été 

localisé au niveau de la membrane cellulaire. 

Une étude par RT-PCR a déjà été entreprise mais n’avait pas encore permis 

d’obtenir de résultats concluants (Naimi, 2004). Malgré des réactions 

d’amplifications générant des fragments de la taille attendue, l’analyse des 

séquences a mis en évidence la non-spécificité des amplifications. Les conditions 

d’amplification sont difficiles à déterminer : les oligonucléotides déduits de 

l’alignement de séquences présentent un degré de dégénérescence variable 

selon la nature des acides aminés présents dans les régions conservées. De ce 

fait les températures de fusion (Tm) d’un couple d’amorces sont très différentes 

ce qui rend difficile la détermination de la température d’hybridation optimale à la 

matrice.  

Une séquence apparentée à un transporteur de glucose figurant dans les 

banques EST (« Expressed Sequence Tag ») chez C. gigas reste encore à 

analyser. 

 

La régulation de la quantité et du fonctionnement des transporteurs de glucose 

(GLuTs et SGLTs) est essentielle pour le maintien d’un taux de glucose adapté dans les 
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cellules orientées vers la mobilisation ou la mise en réserve du glycogène. Une variation de 

ces paramètres a pu être mise en évidence à partir du suivi saisonnier mais également par 

les expérimentations de conditionnement trophique. La nature de cette régulation peut porter 

sur différents niveaux : (i) transcriptionnel (démontrée par la variation de l’expression de 

SGLT lors des 3 saisons étudiées), (ii) traductionnel et/ou (iii) sur la disponibilité des 

transporteurs sur la membrane cellulaire (mise en évidence par la variation de la capacité 

d’entrée observée au cours du suivi). Afin, d’étudier l’effet de cette régulation, Il serait donc 

intéressant de mettre en oeuvre des études complémentaires dont l’objectif serait de mettre 

en évidence les phénomènes de régulations, par des facteurs exogènes et endogènes, des 

systèmes de transport dans les cellules de réserves. Une expérimentation in vitro pourrait 

être réalisée en testant l’effet de la concentration du glucose extracellulaire sur l’expression 

du transporteur SGLT et sur la capacité d’entrée de l’hexose dans les cellules vésiculeuses 

en utilisant la phlorizine comme inhibiteur des transporteurs sodium dépendant. Dans 

l’optique de comprendre comment l’orientation de la mise en réserve du glucose par la 

synthèse de glycogène se met en place au niveau des cellules vésiculeuses, l’entrée du 

glucose pourrait être mesurée en présence de cytochalasine B qui inhibe les systèmes de 

transport facilité de type GLuT, ceci sous deux conditions opposées : avec ou sans insuline 

afin de mesurer la variation de la capacité de transport des protéines GLuTs susceptibles 

d’être présentes dans les cellules vésiculeuses. La technique d’électrophorèse 

bidimensionnelle (2-DE) est une approche à envisager car elle permettrait d’obtenir un 

maximum d’informations sur le phénotype du tissu de réserve. Une application possible de 

cette technique consisterait à comparer le profil protéique du tissu vésiculeux des palpes 

labiaux d’animaux en conditions naturelles avec le profil protéique de ce même tissu chez 

des animaux ayant subit un conditionnement trophique (comparaison de l’effet de la mise à 

jeun et d’un conditionnement trophique riche). La technique de protéomique permet de 

mettre en exergue les différences phénotypiques entre deux protéomes à un moment précis, 

elle permet de révéler la présence ponctuelle d’une protéine ou de détecter son inactivité en 

fonction des conditions testées.  

 

L’existence d’une régulation interne est essentielle pour expliquer les changements 

d’orientations métaboliques chez l’huître creuse mais elle n’a pas été abordée au cours de 

notre étude. Cependant, nous avons mis en évidence l’impact des paramètres 

environnementaux, le niveau en alimentation et l’effet saisonnier sur le métabolisme 

énergétique et sur le déroulement de la gamétogenèse. Le suivi saisonnier de la 

gamétogenèse chez les huîtres placées sur l’estran de la Baie des Veys a montré un retard 

de la reprise de la nouvelle gamétogenèse et un retard de la lyse des gamètes résiduels. Ce 

phénomène est régulièrement observé sur les côtes de la Manche. La gestion des réserves 
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en glycogène chez Crassostrea gigas est en lien direct avec la gamétogenèse. L’effort de 

reproduction nécessite un apport énergétique important qui est vraisemblablement assuré en 

partie par les réserves contenues dans le tissu de réserve de la région gonade-manteau, 

celui-ci se résorbant presque entièrement au cours de la maturation de la gonade.  

 

Le procédé de cryopréservation des cellules vésiculeuses a été envisagé dans le 

cadre de cette thèse dans le but de constituer une banque de cellules qui pourrait faciliter la 

réalisation à l’avenir d’études sur la physiologie de ces cellules somatiques. Les résultats 

dans leur ensemble confirment la possibilité de congeler ce type cellulaire. A l’issue de 

l’adaptation de la technique de cryoconservation sur les cellules vésiculeuses, une banque 

de cellules cryopréservées a été réalisée à différentes périodes de l’année 2004/2005 à 

partir de différentes familles d’huîtres (R, S, et T). Toutefois, une attention particulière doit 

encore être apportée à la phase de décongélation qui peut générer des variations par lots 

ainsi qu’à la mesure des activités métaboliques. Il reste encore quelques tests à agencer afin 

d’améliorer la reprise d’activité cellulaire après la décongélation des cellules. Par exemple, 

un temps de repos pourrait être envisagé après la décongélation des cellules et avant les 

tests biologiques afin d’augmenter la reprise d’activité métabolique. 

  

Parmi les familles de molécules susceptibles d’expliquer les phénomènes de 

régulation observés chez l’huître creuse, l’insuline est celle sur laquelle il existe le plus 

d’éléments à ce jour. Afin d’étudier les phénomènes de régulations intervenant lors des deux 

périodes clés d’inversion métabolique (mise en réserve et mobilisation du glycogène), la 

mesure de l’expression du récepteur CIR et de son ligand oIRP peuvent être suivies. 

Hamano et al., 2005 ont montré que l’expression du peptide apparenté à l’insuline est 

corrélée au cycle de reproduction chez C. gigas. Les auteurs ont constaté que l’expression 

du gène était maximale au printemps ce qui suggère que oIRP interviendrait dans les 

processus de mobilisation des réserves en glycogène. A ce jour, il existe de nombreuses 

données bibliographiques sur l’implication des molécules du système insuline/IGF. L’insuline 

et l’IGF1 induisent une grande diversité de réponses qui peuvent être réparties en deux 

catégories : les effets métaboliques (transport du glucose et synthèse de glycogène, 

lipogenèse et lipolyse, et synthèse de protéines) et les effets sur la croissance (prolifération 

et différenciation cellulaire). La transduction du signal de ces ligands, relayé par des 

récepteurs tyrosine kinase, emprunte de nombreuses voies de signalisation intracellulaire. 

Plusieurs voies de signalisation associées au récepteur ont été mises en évidence, dont les 

deux principales sont : (i) la voie phosphoinositol-3-kinase (PI-3-kinase), impliquée dans la 

régulation des métabolismes des glucides, des lipides et des protéines et (ii) la voie MAP 

kinase (« Mitogen-activated-protein kinase »), qui régule de nombreuses protéines 
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cellulaires, telles que les facteurs de croissance, les facteurs de transcription ou des 

protéines du cytosquelette, conduisant ainsi à l’expression de différents gènes impliqués 

dans la croissance et la différenciation cellulaire. 

La spécificité de réponse cellulaire pour un ligand donné résulterait de la conjonction 

de plusieurs éléments dont : le profil d’expression des différents types de récepteurs à la 

surface des cellules cibles, la concentration physiologique des ligands, l’affinité relative du 

récepteur pour les différents ligands, ou la nature des molécules impliquées dans la 

transduction du signal et en particulier des molécules situées en fin de cascade de 

signalisation (les facteurs de transcription). Il serait intéressant de caractériser l’existence 

éventuelle des effecteurs intervenant dans les voies de transduction du signal des molécules 

de type insuline/IGF (i) dans les cellules vésiculeuses, afin d’en déterminer leur action au 

niveau du processus de mise en réserve/mobilisation du glycogène, leurs effets sur le cycle 

des cellules de réserve (prolifération et/ou migration, différentiation, régression, apoptose), 

mais également (ii) dans les cellules germinales, dans le but de connaître leur implication au 

niveau de la réinitiation des mitoses gonadiques et de la vitellogenèse.  

Pour cela, il serait intéressant de rechercher dans les 29000 EST de Crassostrea 

gigas enregistrées dans Genebank les séquences de molécules pouvant être impliquées 

dans la régulation de l’activité de l’insuline. Puis, afin d’obtenir des éléments de réponse 

quant a l’expression et aux rôles de ces molécules, plusieurs stratégies pourront être 

envisagées. La séparation des deux populations cellulaires par la technique de 

microdissection laser puis l’extraction des ARNm correspondants permettrait de quantifier 

précisément l’expression des transcrits codant ces molécules lors des différents processus 

évoqués. Cependant, dans un premier temps, un suivi qualitatif de l’expression de ces 

effecteurs pourrait être réalisé par l’utilisation de la technique d’hybridation in situ déjà 

développée par Hamano et ses collaborateurs (2005) afin de localiser l’ARNm de l’oIRP au 

niveau des ganglions viscéraux.  

 

Les résultats de ces travaux de thèse fournissent des réponses à plusieurs 

interrogations concernant différents aspects de la reproduction de C. gigas. Un paramètre 

environnemental semble contrôler l’évolution de la gamétogenèse en vitesse et en intensité, 

il s’agit du niveau trophique. De plus, d’un point de vue des causalités intrinsèques, un 

déterminisme génétique fort semble aussi contrôler cette fonction physiologique, ceci a été 

démontré par l’analyse de différences phénotypiques des souches d’huîtres Résistantes et 

Sensibles. Les huîtres R et S, issues d’une sélection divergente sur le caractère de survie, 

répondent différemment aux mortalités estivales. La forte héritabilité de ce caractère traduit 

chez ces animaux l’existence d’un nombre limité de gènes d’intérêts. Des différences de 

stratégies de reproduction ont été observées entre les deux lots d’huîtres. Elles indiquent 
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que les S présenteraient un effort de reproduction supérieur à celui des R. Notre objectif a 

été de rechercher s’il existe une différence entre ces deux familles en terme de 

fonctionnement du métabolisme de glycogène. Le suivi dans les conditions naturelles de la 

Baie des Veys aux trois périodes du cycle de reproduction n’a pas permis de mettre en 

évidence de différences en terme de régulation du métabolisme du glycogène entre les lots 

d’huîtres R et S mais l’année de ce suivi n’a pas connu de phénomènes de mortalités 

permettant de discriminer les deux populations. Le conditionnement trophique a permis de 

montrer que les R et S réagissent différemment au niveau d’alimentation. De fortes 

conditions trophiques, comme celles mesurées sur le site de la Baie des Veys, réduisent les 

différences d’effort de reproduction observées généralement entre les huîtres R et S 

(Samain et al., 2007). Toutefois, le conditionnement trophique a permis de révéler des 

différences de stratégie reproductrice entre les huîtres R et S mais également d’allocation de 

l’énergie. Les S semblent investir plus d'énergie dans la reproduction que les R, ce qui 

pourrait entraîner un déséquilibre énergétique que des variations de température (stress 

thermiques), l'émission des gamètes ou d'autres facteurs environnementaux ou pathogènes 

peuvent encore accroître. La nature de ces différences reste encore à déterminer. 

L’approche protéomique présenterait ici de nombreux avantages car elle permettrait de 

mettre en évidence les différences phénotypiques entre les deux familles. La stratégie 

énergétique des huîtres R et S pourrait être analysée et comparée plus en détail grâce à 

cette technique en prélevant les palpes labiaux et en effectuant un suivi des empreintes 

protéomiques au cours du processus de reproduction des animaux. Les animaux R et S 

doivent être placés dans des conditions similaires afin de comparer les variations 

phénotypiques entre ces deux familles génétiques, en particulier en période estivale afin de 

discriminer les réponses aux phénomènes de mortalités estivales des R et S. La disponibilité 

de nombreuses séquences dans les banques EST chez C. gigas pourrait permettre la mise 

en place d’une étude du transcriptome des animaux. La fabrication de puces à ADN pourrait 

permettre de réaliser un criblage différentiel des huîtres R et S. 

 

Les travaux réalisés dans le cadre du programme MOREST ont permis de déterminer 

les facteurs de risque favorisant l’apparition des mortalités estivales. Celles-ci surviennent 

pendant la période de maturation, surtout chez les huîtres à gonade hypertrophiée. Elles 

interviennent sous certaines conditions : des conditions trophiques riches induisent chez les 

huîtres un effort de reproduction plus important, qui ne constitue un risque qu’à une 

température excédant 19 °C et sous la condition de l’existence d’un stress (fortes densités 

d’élevage, pathogène, pollution) (Samain & Mc Combie, 2007). 
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Il existe deux phases dans la gamétogenèse qui peuvent être considérées comme 

des facteurs à risque et qui peuvent compromettre la survie des animaux :  

- La phase de maturation lors de la gamétogenèse, quand l’huître consacre une 

majeure partie de son énergie au développement des gamètes (cas des animaux Sensibles). 

L’animal dispose alors de moins d’énergie dédiée à sa défense.  

- La phase d’émission des gamètes coûteuse en énergie, ainsi que l’état régressé 

des tissus conjonctifs, peuvent fournir un terrain favorable au développement de 

pathogènes. De plus, la période de résorption automnale plus ou moins longue est 

potentiellement une étape physiologique à risque. 

 

Les résultats décrits dans ce manuscrit ont révélé que les huîtres R et S diffèrent d’un 

point de vue : 

� de la lyse des gamètes résiduels  ; Il est donc dorénavant nécessaire 

d’orienter de nouvelles études sur les mécanismes de lyse des gamètes résiduels 

(phagocytose, apoptose, déterminer leur contrôle), 

� de la réinitiation de la gamétogenèse  ; Des travaux ont été initiés afin de 

caractériser et de décrire les processus déclenchant la reprise de la 

gamétogenèse et le déroulement de celle-ci (Franco et al., 2008 ; Fleury, et al., 

2008), 

� de la gestion des réserves  ; Les mécanismes permettant l’alternance des 

phases de croissance somatique (synthèse du glycogène) et de fabrication des 

gamètes (mobilisation du glycogène) restent encore à déterminer. Il existe 

probablement chez l’huître creuse un contrôle endocrinien du métabolisme du 

glycogène similaire à celui décrit chez L. stagnalis. La mise en réserve du 

glycogène, les fonctions reproductives et la prise alimentaire sont régulées chez 

ce mollusque par le Neuropeptide Y et un facteur produit par les cellules à 

glycogène (De Jong-Brink et al., 2001). 
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ANNEXE I 
 

 Préparation histologique 

a) Davidson :  

400 mL de glycérol 

800 mL de formol (37%) 

1200 mL d’éthanol (96%) 

1200 mL d’eau de mer filtrée 

Ajouter 1/10° d’acide acétique. 

 
b) Colorants pour la méthode Trichrome de Prenant Gabe : 

o Hématoxyline de Groat :  

Solution A :   50 mL d’eau déminéralisée 

0,8 mL d’acide sulfurique concentré 

1 g d’alun de fer et d’ammonium 

Solution B :   50 mL d’éthanol 95° 

0,5 g d’hématoxyline pur 

Mélanger A et B , 30 minutes d’incubation puis filtrer. 

 

o Eosine Y 1% :  

1 g d’éosine Y 

Ajuster à 100 mL d’eau déminéralisée. 

 

o Acide phosphomolybdique 1% :  

1 g d’acide phosphomolybdique 

Ajuster à 100 mL d’eau déminéralisée. 

 

o Vert lumière 0,2% :  

200 µg de vert lumière 

Ajuster à 100 mL d’eau déminéralisée. 

Addition de quelques gouttes d’acide acétique. 
 

 
 Dosages biochimiques 

c) Dosage des protéines (Bradford, 1976) :  

Gamme étalon  : Solution mère de serum albumine bovine (SM) à 1 mg/mL. 
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Tube 
Volume de la solution 

de BSA 
Volume d’EBD 

Concentration finale 

de BSA (µg/mL) 

1 50 µL de la SM 4,950 mL 10 

2 2,4 mL du tube 1 600 µL 8 

3 1,2 mL du tube 2 1,2 mL 5 

4 1,2 mL du tube 3 1,2 mL 2,5 

5 1,2 mL du tube 4 1,2 mL 1,25 

6 0 2 mL 0 

  

 

Echantillon  :  

Peser 10 mg de tissu lyophilisé, les reprendre dans 5 mL de NAOH 1M. 

Vortexer, puis chauffer 5 min à 100°C. 

Centrifuger 10 min à 2000 g. 

ou  

Verser 1 mL de solution cellulaire (5.106 cellules/ mL) dans 1 mL de NAOH 1M. 

Vortexer, puis centrifuger 5 min à 2000 g. 

 

Reprendre 50 µL du surnageant dans 4,950 mL d’EBD. 

Vortexer, puis réaliser le dosage avec 1 mL de la gamme. 

 
Protocole de dosage  :  

Ajouter 1 mL de réactif de Bradford (SIGMA ®) à 1 mL de la solution à doser 

(échantillon ou gamme). 

Mélanger doucement, laisser 5 min à température ambiante puis lire au 

spectrophotomètre à 595 nm. 

 

d) Dosage du glucose (Trinder, 1969) :  

Gamme étalon  : Solution de glucose (SM) à 1 mg/mL. 

  

Tube 
Volume de la solution 

de glucose 
Volume d’EBD 

Concentration finale 

de glucose (µg/mL) 

1 64 µL de la SM 736 µL 80 

2 300 mL du tube 1 400 µL 60 

3 200 µL du tube 2 200 µL 40 

4 200 µL du tube 3 200 µL 20 

5 200 µL du tube 4 200 µL 10 

6 200 µL du tube 5 200 µL 5 

7 200 µL du tube 6  800 µL 1 

8 0 400 µL 0 
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 Echantillon  :  

Réaliser des pools de 3 animaux : ponctionner 100 µL d’hémolymphe dans la région 

péricardique pour chaque animal,  

Mélanger en inversant le tube plusieurs fois, puis centrifuger 10 min à 200 g. 

Reprendre 100 µL du surnageant dans 100 µL d’eau bidistillée. 

 
Protocole de dosage  :  

Ajouter 400 µL du réactif (o-Dianisidine dihydrochloride à 0,008% et 500 unités de 

Glucose oxidase et 100 unités de peroxidase, SIGMA ®) au 200 µL de la solution à 

doser (échantillon ou gamme). 

Vortexer, mettre ensuite au bain marie à 37°C penda nt 30 min. 

Verser 400 µL d’H2SO4 à 12N. 

Vortexer puis lire au spectrophotomètre à 540 nm. 

 
 Préparation de la suspension cellulaire 

e) Milieu L-15 : 

L-15 Medium (Leibovitz) 1,5 % (p/v) 

NaCl 342 mM 

KCl 50 mM 

Hepes 18 mM 

Ajuster le pH à 7,4 puis filtrer sous hotte à l’aide d’un filtre Millipore 0,2 µm stérile. 

 

f) Antiobiotiques :  

Streptomycine 6,8 mM 

Pénicilline 16,8 mM 

Filtrer des aliquots de 1 mL 

Verser 500 µL de cette solution dans 50 mL de milieu L-15. 

 

g) Test de réduction du MTT : 

Ajouter 50 µL de MTT 12 mM dans 500 µL de suspension cellulaire. 

Mettre à Incuber à 15 °C pendant 24 heures. 

Laisser précipiter la suspension après l’addition de 550 µL d’Isopropanol HCl 0,04 N. 

Mettre à incuber sous agitation vigoureuse pendant 30 minutes. 

Centrifuger (1000 g, 5min, 15 °C).  

Récupérer le surnageant. 

Mesurer l’absorbance à 570 et 630 nm. 

 

 Cryopréservation des cellules vésiculeuses 

h) Alsever : 

Citrate de Na 27,2 mM 

EDTA 9 mM 
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NaCl 440 mM 

Ajuster le pH à 7,4 puis filtrer sous hotte à l’aide d’un filtre Millipore 0,2 µm stérile. 

 

i) Solutions cryoprotectrices : 

 

Dénomination  Cryoprotecteur 
Dilution dans                                  

l’Alsever 

D  DMSO 10 % 

EG  Ethylène glycol 10 % 

G  Glycérol 10 % 

DGE 

 DMSO 

 Glycérol 

 Ethylène glycol 

4 % 

4 % 

4 % 

 

 PCR quantitative en temps réel (real time qPCR) 

j) Principe : 

 

 

 

Au début de l’amplification, le mélange 
réactionnel contient de l’ADN dénaturé, 
les amorces et le fluorochrome non 
stimulé et libre. 

Après le couplage des amorces, le 
fluorochrome se lie à l’ADN double 
brin. Sa liaison à l’ADN se traduit par 
l’apparition de fluorescence.  

Pendant la phase d’élongation, le 
nombre de molécules de fluorochrome 
liées à l’ADN double brin augmente 
provoquant une augmentation de la 
fluorescence. La fluorescence émise 
est mesurée à la fin de l’étape 
d’élongation de chaque cycle. 
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ANNEXE II 
 

Alignement de séquences protéiques des SGLT1, SGLT2 et SGLT3 humains avec le 
SGLT de Crassostrea gigas .  
L’alignement a été réalisé dans le programme Clustalw. 

 

SC5A1_HUMA      MDSSTWSPKTTAVTRPVETHELIRNAADISIIVIYFVVVMAVGLWAMFST 
SC5A4_HU        MASTVSPSTIAETPEPPPLSDHIRNAADISVIVIYFLVVMAVGLWAMLKT 
SC5A2_HUMA      ---MEEHTEAGSAPEMGAQKALIDNPADILVIAAYFLLVIGVGLWSMCRT 
AAT44356.1|_sod ----------------MAVAGTELEWGDILVIIGYFVVVIAVGIASSCRN 
                                        : .** :*  **::*:.**: :   . 
 
SC5A1_HUMA      NRGTVGGFFLAGRSMVWWPIGASLFASNIGSGHFVGLAGTGAASGIAIGG 
SC5A4_HU        NRGTIGGFFLAGRDMAWWPMGASLFASNIGSNHYVGLAGTGAASGVATVT 
SC5A2_HUMA      NRGTVGGYFLAGRSMVWWPVGASLFASNIGSGHFVGLAGTGAASGLAVAG 
AAT44356.1|_sod -RGSVGGYFLAGRSMHWIPVGLSLFASNIGSGHFVGLAGSGASNGIGVAV 
                 **::**:*****.* * *:* *********.*:*****:**:.*:.    
 
SC5A1_HUMA      FEWNALVLVVVLGWLFVPIYIKAGVVTMPEYLRKRFGGQRIQVYLSLLSL 
SC5A4_HU        FEWTSSVMLLILGWIFVPIYIKSGVMTMPEYLKKRFGGERLQVYLSILSL 
SC5A2_HUMA      FEWNALFVVLLLGWLFAPVYLTAGVITMPQYLRKRFGGRRIRLYLSVLSL 
AAT44356.1|_sod FELNAIFILMMLGWLFVPVYVAAGVFTMPEYLKKRFGDSRIRVYLSVLAL 
                ** .: .::::***:*.*:*: :**.***:**:****. *:::***:*:* 
 
SC5A1_HUMA      LLYIFTKISADIFSGAIFINLALG-LNLYLAIFLLLAITALYTITGGLAA 
SC5A4_HU        FICVVLLISADIFAGAIFIKLALG-LDLYLAIFILLAMTAVYTTTGGLAS 
SC5A2_HUMA      FLYIFTKISVDMFSGAVFIQQALG-WNIYASVIALLGITMIYTVTGGLAA 
AAT44356.1|_sod LLYVFTKISADLFSGALFILRTFKGFDLYLAIIILLIIAALFTITGGLTA 
                :: :.  **.*:*:**:**  ::   ::* ::: ** :: ::* ****:: 
 
SC5A1_HUMA      VIYTDTLQTVIMLVGSLILTGFAFHEVGGYDAFMEKYMKAIPTIVSDGN- 
SC5A4_HU        VIYTDTLQTIIMLIGSFILMGFAFNEVGGYESFTEKYVNATPSVVEGDN- 
SC5A2_HUMA      LMYTDTVQTFVILGGACILMGYAFHEVGGYSGLFDKYLGAATSLTVSEDP 
AAT44356.1|_sod VIWTDSIQVLIMVIGAFILMVMSFVRVGGYEEVVRRFFEAYPNTTLLNYN 
                :::**::*..::: *: **   :* .****. .  ::. * .. .      
 
SC5A1_HUMA      --TTFQEKCYTPRADSFHIFRDPLTGDLPWPGFIFGMSILTLWYWCTDQV 
SC5A4_HU        --LTISASCYTPRADSFHIFRDAVTGDIPWPGIIFGMPITALWYWCTNQV 
SC5A2_HUMA      AVGNISSFCYRPRPDSYHLLRHPVTGDLPWPALLLGLTIVSGWYWCSDQV 
AAT44356.1|_sod NASYPYWKCGIPPENSMNLVRAYDDGSLPWPGIFFGLTISSVWYWCSDQV 
                        *  *  :* ::.*    *.:***.:::*:.* : ****::** 
 
SC5A1_HUMA      IVQRCLSAKNMSHVKGGCILCGYLKLMPMFIMVMPGMISRILYTEKIACV 
SC5A4_HU        IVQRCLCGKDMSHVKAACIMCAYLKLLPMFLMVMPGMISRILYTDMVACV 
SC5A2_HUMA      IVQRCLAGKSLTHIKAGCILCGYLKLTPMFLMVMPGMISRILYPDEVACV 
AAT44356.1|_sod IVQRALAAKNIANVKAGTILAGYLKFTPLFLIVFPGMMSRILFPDTVGCA 
                ****.*..*.::::*.. *:..***: *:*::*:***:****:.: :.*. 
 
SC5A1_HUMA      VPSECEKYCGTKVGCTNIAYPTLVVELMPNGLRGLMLSVMLASLMSSLTS 
SC5A4_HU        VPSECVKHCGVDVGCTNYAYPTMVLELMPQGLRGLMLSVMLASLMSSLTS 
SC5A2_HUMA      VPEVCRRVCGTEVGCSNIAYPRLVVKLMPNGLRGLMLAVMLAALMSSLAS 
AAT44356.1|_sod DPDICERECGSRSGCTNIAYPDLVIEVMPAGLRGLMLSVMMSALISSLTS 
                 *. * : **   **:* *** :*:::** *******:**:::*:***:* 
 
SC5A1_HUMA      IFNSASTLFTMDIYAKVRKRASEKELMIAGRLFILVLIGISIAWVPIVQS 
SC5A4_HU        IFNSASTLFTIDLYTKMRKQASEKELLIAGRIFVLLLTVVSIVWVPLVQV 
SC5A2_HUMA      IFNSSSTLFTMDIYTRLRPRAGDRELLLVGRLWVVFIVVVSVAWLPVVQA 
AAT44356.1|_sod IFNSTSTIFTIDIYKRIRTHANDVELMIVGRLCVLVLVGISIAWIPVVQN 
                ****:**:**:*:* ::* :*.: **::.**: ::.:  :*:.*:*:**  
 
SC5A1_HUMA      AQSGQLFDYIQSITSYLGPPIAAVFLLAIFWKRVNEPGAFWGLILGLLIG 
SC5A4_HU        SQNGQLIHYTESISSYLGPPIAAVFVLAIFCKRVNEQGAFWGLMVGLAMG 
SC5A2_HUMA      AQGGQLFDYIQAVSSYLAPPVSAVFVLALFVPRVNEQGAFWGLIGGLLMG 
AAT44356.1|_sod --VSELFHYIQAITSFLAPPVCAVYVLAVFWKRTNEPGAFYGLMIGLVVG 
                   .:*:.* ::::*:*.**:.**::**:*  *.** ***:**: ** :* 
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SC5A1_HUMA      ISRMITEFAYGTGSCMEPS-NCPTIICGVHYLYFAIILFAISFITIVVIS 
SC5A4_HU        LIRMITEFAYGTGSCLAPS-NCPKIICGVHYLYFSIVLFFGSMLVTLGIS 
SC5A2_HUMA      LARLIPEFSFGSGSCVQPS-ACPAFLCGVHYLYFAIVLFFCSGLLTLTVS 
AAT44356.1|_sod LTRFIWEYAYSVPACGESGDNRPDIIKKVHYLHFGIILFAIVFFCTIIIS 
                : *:* *:::.  :*  ..   * ::  ****:*.*:**    :  : :* 
 
SC5A1_HUMA      LLTKPIPDVHLYRLCWSLRNSKEERIDLDAEEENIQEGPKETIEIETQVP 
SC5A4_HU        LLTKPIPDVHLYRLCWVLRNSTEERIDIDAEEKSQEE---TDDGVEEDYP 
SC5A2_HUMA      LCTAPIPRKHLHRLVFSLRHSKEEREDLDADEQQGSSLPVQNGCPESAME 
AAT44356.1|_sod LLTPPIPEKCLHRLTFWGRFDTAEREDIDAEKDQKELEKRKHKVAFKNFA 
                * * ***   *:** :  * .. ** *:**::.. .               
 
SC5A1_HUMA      EKKK-----GIFRRAYDLFCGLEQHGA---PKMTEEEEKAMKMKMTDTSE 
SC5A4_HU        EKSR-----GCLKKAYDLFCGLQKG-----PKLTKEEEEALSKKLTDTSE 
SC5A2_HUMA      MNEPQAPAPSLFRQCLLWFCGMSRGGVGSPPPLTQEEAAAAARRLEDISE 
AAT44356.1|_sod HVEE---GQPIYKTALQWICGVEKMEAA--IELTEEQQKALERKQNSIHE 
                            : .   :**:.:        :*:*:  *   :  .  * 
 
SC5A1_HUMA      KPLWRTVLNVNGIILVTVAVFCHAYFA 
SC5A4_HU        RPSWRTIVNINAILLLAVVVFIHGYYA 
SC5A2_HUMA      DPSWARVVNLNALLMMAVAVFLWGFYA 
AAT44356.1|_sod SKNQKIVTSVNAVILMTLAVFLWGFYA 
                      : .:*.::::::.**  .::* 
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ANNEXE III 
 

DONNEES DE TEMPERATURE ET SALINITE 
 

Baie des Veys 
 

Les données de température et de salinité ont été enregistrées au moyen de sondes 

multiparamètres de type TPSO2 Micrel®. 
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DONNEES DE PHYTOPLANCTON 
 

Baie des Veys 
 

� Printemps : Mars-avril 2005 
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DONNEES DE MORTALITES 
 

Baie des Veys 
 

Mortalités moyennes enregistrées en Baie des Veys sur 6 points (SUMO) : 

 

Lot issu de captage naturel de 24 mois mis à l'eau début 2004, était déjà présent au 

début du suivi. La mortalité a été mesurée à partir du début de l’expérimentation jusqu'à la fin 

du suivi 14/11/2005. 
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ANNEXE IV 
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TITRE : Approches cellulaires et moléculaires de la gestion des réserves chez l’huître, 
Crassostrea gigas (Thunberg, 1793). Suivi saisonnier du métabolisme énergétique et effet 
du niveau trophique sur la mise en réserve. 
 
Résumé 
Chez l’huître creuse, Crassostrea gigas, l’énergie nécessaire au métabolisme général et à la 
gamétogenèse est fournie principalement par le glycogène stocké dans les cellules vésiculeuses. Le 
premier niveau de contrôle du métabolisme du glycogène est l’entrée du glucose dans les cellules. Le 
suivi de la capacité d’entrée du [U-14C] D-glucose a mis en évidence l’existence d’une composante 
saturable dont les constantes cinétiques sont Km = 0,71 mM et Vmax = 0,22 nmoles/h/106 cellules. 
L’utilisation d’inhibiteurs a révélé la présence de transporteurs de type GLuT et SGLT. Un suivi 
saisonnier a montré une variation de la capacité de transport et d’incorporation du glucose, ainsi 
qu’une expression des SGLTs plus forte en période de mobilisation du glycogène et de maturation 
des gamètes. Un conditionnement en milieu contrôlé a permis de mettre en évidence l’existence d’une 
régulation de l’incorporation du glucose ainsi que de l’expression des SGLTs en fonction du niveau 
trophique. A jeun, la capacité de stockage du glycogène est faible alors que l’expression de SGLT est 
forte. Un suivi comparatif de deux lignées d’huîtres sélectionnées par leur résistance (R) ou leur 
sensibilité (S) aux mortalités estivales a été entrepris. Les deux souches présentent peu de variations 
sur l’estran, mais en conditions contrôlées des différences ont été constatées dans le déroulement de 
la gamétogenèse et leur stratégie énergétique, indiquant une origine génétique à la différence R/S. 
Enfin, la cryopréservation a été envisagée afin de disposer d’une banque de cellules vésiculeuses. 
L’adaptation du protocole a permis d’obtenir un taux de survie de 68,5 ± 2,2 %. 
 
 
 
TITLE: Cellular and molecular approaches to the management of reserves in the oyster, 
Crassostrea gigas (Thunberg, 1793). Monitoring seasonal energy metabolism and effect of 
trophic level on reserves storage. 
 
Abstract 
In the Pacific oyster, Crassostrea gigas, the energy necessary for general metabolism and 
gametogenesis is mainly provided by the glycogen stored in the vesicular cells. The first level of 
glycogen metabolism control is the entrance of glucose into cells. The monitoring of the uptake 
capacity of [U-14C] D-glucose revealed the existence of a saturable component with kinetic constants: 
Km = 0.71 mM ; Vmax = 0.22 nmol/h/106cells. The use of inhibitors has revealed the presence of 
carriers belonged  to GLuT and SGLT types. A follow-up showed a seasonal variation of the uptake 
capacity and incorporation of glucose into glycogen, and a high expression of SGLT during 
mobilization of glycogen and gametes maturation. A bioassay in a controlled rearing system has 
shown the existence of a regulation of glucose incorporation and the expression of SGLT depending 
on the trophic level. In fasting situation, the storage capacity of glycogen is low while the expression of 
SGLT is high. A follow-up comparison of two strains of oysters selected from their resistance (R) or 
sensitivity (S) to summer mortality has been undertaken. Both strains show little variations in ntural 
environment, but under controlled conditions differences are observed in the sequence of the 
gametogenesis and their energy strategy, indicating a genetic origin to the difference R/S.  Finally, 
cryopreservation has been envisaged to constitute a bank of cells. The adaptation of the protocol able 
to reach a survival rate of 68.5 ± 2.2 %.  
 
 
 
 
Mots clés : Crassostrea gigas, Glucides métabolisme, Glucose, Reproduction, Cryoconservation. 
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