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Introduction générale 
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L'acti vité ostréicole dans le bassin de Marennes Oléron est très développée. En ternle de 

production commerciali sée elle est la plus importante d ' Europe. Une seule espèce est 

exploitée de façon générale sur tout le bassin, 1 ' huître creuse, Crassostrea gigas. Cette espèce 

est la plus représentée dans le monde et a progressivement remplacé l' huître portuga ise 

Crassoslrea angulata au début des années 70 qui éta it culti vée sur le bassin de Marennes 

Oléron (S. Lapègue et a l. 2000). Par conséquent de nombreux programmes de recherche ont 

été mi s en place pour obtenir des connaissances concernant la physiologie, la reproduction, ou 

la croissance de cette espèce. 

Di fférents travaux menés depui s 1984 chez 1 ' huître creuse en parti culier, montrent qu ' il 

ex iste, dans les branchies (Thiriot-Quiévreux.C., 1982), une certaine proportion de ce llules 

possédant un nombre de chromosomes inférieur au nombre habituel 2N=20. Ce phénomène 

est l 'aneuploïd ie. Cette anomalie cytogénétique est mise en évidence par un comptage des 

chromosomes d ' une suspension cellulaire obtenue à partir des branchies. Il est apparu que le 

taux d 'aneuploidie affectait négati vement les taux de croissance (Leitào et al., 2001 a) . Il 

ex iste deux types d 'origines possibles à l'aneuploïdie. La première peut être génétique (Le i tao 

et al 2001 b), et la seconde environnementale. L'effet de l'atrazine sur l'aneuploïdie a déjà fait 

l' objet de travaux. Il ex iste une relation positive entre le taux d 'aneuploïdie et la concentration 

d 'atrazine, chez l' huître creuse adulte et au stade naissa in , et ce dès la concentration de 0,01 

mg/l, va leur pic que l'on retrouve en sOltie de marais (Bouilly et al. , 2002). Au se in du 

Laboratoire de Génétique et de Pathologie de la station IFREMER de la Tremblade d 'autres 

facteurs environnementaux sont éga lement étudiés. Dans le cadre du programme « Dynamo» 

ce sont les différentes profondeurs de cu lture qui sont prises en compte. La recherche sur 

l 'effet des polluants tels que le cadmium ou le mercure sur l'aneuploïdie est particulièrement 

importante dans le contex te géographique du bassin de Marelmes-Oléron puisque ces deux 

métaux lourds y sont présents. 

A cause de la lourdeur et du manque de temps, je n 'a i pu mener à ternle une étude complète. 

Toutefois, pendant les trois mois de présence au LGP, j'ai participé à toutes les manipulations 

qui composent un protocole d 'étude de l' aneuploïdie. 

Il ya parti culi èrement troi s expériences auxquelles j'ai consacré le plus de temps. La première 

concerne les effets du mercure sur le taux d'aneuploïdie d 'ad ultes. La deuxième concerne les 

effets du cadmium sur la croissance d ' une descendance au stade larva ire issue d 'adultes 

soum is à différentes concentrations de cadmium. La troi sième enfin concerne les effet s de 

l' atrazine sur le développement larvai re. 
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Partie 1 : Etude de l'aneuploïdie chez des adultes 
soumis à différentes concentrations de mercure. 
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Introduction. 

Un sui vi de la qualité des eaux démontre que du mercure est présent dans le bassin de 

Marennes-Oléron. Ce mercure provient pour une partie de l 'estuaire de la Charente. 

Cependant , l'apport de 12 kg/an par la Charente, ne suffit pas à expliquer les concentrations 

élevées du bassin . (Gonza les et al. , 199 1). Des trava ux ont montré une relati on entre la 

concentration en méthyl mercure dans l'organi sme de certains biva lves et leur ta ille (Najdec 

et Sapunar. , 1987). Il apparaît donc intérressant de vo ir s' il ex iste un effet de ce polluant sur 

l' aneuploïdie . 

Matériel et méthodes. 

1-Matériel biologique . 

Les animaux sont des adultes de trois ans qUI sont ongll1alres de Normandie. Il s ont été 

fournis par un exploitant de la Tremblade. Il s ont été exposés pendant un mois à du méthyl

mercure, à des concentrati ons de 0, 50 et 250 ng/I, après une période d 'accl imatati on d' une 

semaine. La nourriture a été pendant toute la durée de l 'expérience constituée de pâte 

d 'a lgues. Enflll , l'oxygénati on a été assurée par un système de bullage. 

2-Méthode d'étude. 

La méthode de préparation chromosomique retenue est la méthode de suspension cellulaire de 

Thiriot-Quiévreux et Ayraud ( 1982), elle comporte plusieurs étapes successives (détail en 

annexe) 

2.1- Préparation du matériel biologique. 

Le but de cette étape a été de bloquer les cellules qui se di visa ient au stade métaphase et 

d ' assurer la conservati on des ti ssus. 

La première étape a consisté à mettre les animaux en présence de co lchicine pendant 8 heures. 

L'acti on de la colchicine, qui est un alca loïde, est d 'empêcher la fo rmation des fi bres de 

tubuline constituant les fuseaux achromatiques auxquel s se fi xent les chromosomes appariés 

au moment de l 'anaphase. Ceux-ci demeurent dans une cellule qui ne peut plus se diviser. 

Cette opération a été e ffectuée de nuit. En effet, l'acti vité mitotique y est plus élevée et la 

co lchic ine est un produit photosensible. 
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Le lendemain, les animaux ont été ouverts et di sséqués afin de prélever les branchies. Ces 

dernières ont été plongées dans différents bains successi fs. Tout d 'abord les branchies ont été 

placées pendant 40 minutes dans une solution de citrate afin de provoquer un choc 

hypotonique favori sant la di spersion des chromosomes. Les bains sui vants (10' , 10 ' , 20 ', 20 ' ), 

sont composés du fixateur (éthanol abso lu-acide acét ique (3 : 1)) , qui servi ra à la préservation 

des structures internes des cellules. Le stockage des échantillons se fa it au réfrigérateur. 

2.2- Préparation des lames microscopiques. 

Le but de cette étape est d 'étaler les cellules sur les lames porte-objects pour permettre la 

visualisation des métaphases au microscope. 

A partir d ' une branch ie, il a été prélevé un petit échantillon qui a été placé dans une lame à 

dépression ci rculaire contenant de l'eau acidifiée ( 1/2 acide acétique, 1/2 eau distillée). L'eau 

acidifi ée permet la libération des noyaux . Les noyaux ont été récupérés à l 'a ide d ' une pipette 

pasteur. L'éta lement a été effectué sur les lames placées sur une plaque chauffante réglée sur 

44°C. Le détail de ces opérat ions est présenté en annexe. 

2.3-0bservations microscopiques. 

2n=20 2n= 19 

2n= 18 2n= 17 

Résultats et discussion 

Pour l'expéri ence, il y avait 6 lots comprenant chacun 10 individus. Pour obtenir des 

statistiques fi ables, 10 individus par lot est le minimum et l'idéal serait de travai ller avec 30 

individus par lot. 
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Sur les 60 animaux, il a été réa li sé une lecture pour six d'entre eux. Et il n'a pu être recensé 

30 métaphases que pour seulement trois d 'entre eux et ceci a nécessité la lecture de six lames. 

Pour les tro is autres, six lames n 'ont pas suffi pour obtenir les 30 métaphases requises. Il est 

impératif de compter 30 métaphases par individus pour que les résultats puissent être 

exploités stati stiquement (Stallars et al, 198 1 ; Wenger et al, 1984). 

La première rai son de ces résu ltats, est la fai ble activi té mitotique chez les adultes, ce qui 

réduit les chances d'observer des métaphases en nombre suffi sant. La seconde raison est la 

structure d'accueil de l 'expérimentation qui n'était pas adaptée. L'aération des bacs n'était 

pas assurée de façon optimum et comme il n' y a pas de production de phytoplancton sur place 

la nourriture était constituée exclusivement de pâte d 'algues. 

Dans ces conditions, pour compter 30 métaphases par indi vidu il aurait fallu faire pour chaq ue 

animal 6 lames, ce qui dans le temps prévu de mon stage était impossible. 

Enfin, ces résu ltats mettent en avant le déca lage de temps entre le début de l'expérience et les 

premiers résu ltats. Il y a deux mois (un mois dans ce cas) d 'exposition au polluant, la 

fixation , la préparation des lames et la lecture qui permet d 'obtenir des taux d 'aneuploïdie et 

qui nécess ite en moyenne une heure par animal. Le temps augmente avec le nombre 

d'individus . 

Sachant que la faible activité mi totique pour les adultes est une constante, pour renouveler 

cette expéri ence il fa udrait s ' attacher à optimiser les conditions d'exposition en apportant une 

nourriture adéquate, et en ayant la possibilité de contrôler au mieux l'environnement afin que 

les huîtres soient «en pousse », donc en croissance. Il serait poss ible d'étudier des huîtres 

j uvéniles qui sont normalement plus riches en métaphase. 
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Partie Il : Etude de la croissance pour des larves 

issues d'un croisement d'individus soumis à 

différentes concentrations de cadmium. 
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Introduction. 

Le cadmium, de part son utili sation dans la compos ition d 'a lli ages, dans les accumulateurs, 

dans les traitements de surface les pigments et les stabili sants, j usti fi e une production 

mondiale de 20 000 tonnes. De façon généra le, le cadmium contenu dans les eaux a deux 

o ri gines: (1) une origine atmosphérique où le polluant est sous forme d'aérosol. Les 

émissions sont issues de la métallurgie, de la combustion du pétrole ou de l 'i ncinération des 

déchets urba ins. 

(2) la deuxième source de cadmium provient des fl euves et des estuaires ou ce lui-ci 

est principalement sous forme dissoute. (Marchand et Kantin, 2000.) 

Le cadmium présent dans le bassin de Marennes-Oléron provient des eaux de la Gironde qui 

arri vent par les pertuis d'Antioche et de Maumusson. La pollution de la G ironde est due à la 

production de zinc par des usines situées dans l'Aveyron. Il a été déversé dans les eaux du Lot 

de grandes quantités de métaux par le biais des terrils non stab ili sés. Le polluant suit le cours 

de la ri v ière j usqu'à la Gironde en passant par la Dordogne (Kantin .,200 1). Le suivi de la 

croissance est l' une des étapes de l 'étude de l'aneuploïdie, puisqu ' il a été démontré une 

corrélation négative entre l' aneuploïdi e et le taux de croissance dans la descendance d'huîtres 

culti vées Crassos/rea gigas. (Le itào et al. , 200 1 a) 

Matériel et méthodes. 

1-Géniteurs 

Les animaux adultes ont été fourni s par un producteur du bassin de Marennes Oléron. Il s ont 

été soumis à deux concentrations de cadmium : la première de 50 ngll qui est proche des 

va leurs trouvées dans le milieu et la deuxième de 500 ngll. Il a été constitué plusieurs lots 

comprenant chacun 70 individus: deux lots témoins (1 A et 1 B), deux lots exposés à 50 ngll 

(2A et 2B) et deux à 500 ngll (3Aet 3B). La durée de la manipulation a été de 2 mois. 

2-Croisements. 

Il a été réa li sé un cro isement par lot, et à chaque croisement correspond deux réplicats en 

élevage larva ire. Les gamètes mâles ont été obtenus par scarification de la gonade 

(<<stripping »). Le sperme a été dilué dans de l'eau de mer fi ltrée. Sa concentration a é té 

estimée sur cellule de Thoma (co loration préa lable à l 'éosine) couplé à un système d'analyse 

d ' image (SAM BNComptage) . Les gamètes femelles ont été prélevés suivant la même 
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procédure maIs comptés sur cellule de Malassez (Co llet 1999). Pour chacun de ces 

croisements, il a été mis en présence un rapport de 1 ovule pour 200 spermatozoïdes. Pour 

chaq ue lot il a été mélangé 3 mill ions d 'ovocytes avec 600 millions de spennatozoïdes. 

Ovocyte. Spermatozoïdes. 

3-Elevage larvaire. 

A chaq ue croisement est affec té deux jarres de trente litres en élevage larva ire afm de 

pouvoir tester s' il ya un effet bac. Il a été ainsi obtenu 12 lots tel que le montre le tableau 1. 

Lots adultes 1A 2A 3A 
Lots larvaires 1 1 7 2 1 8 3 J 9 
Lots adultes 1B 2B 3B 
Lots larvaires 4 1 10 5 1 11 6 1 12 
Tableau 1. 

Salle d 'élevage larva ire. 

Trois fo is par semaine, il a été effectué un échantillonnage qui a été observé il la loupe 

binoculaire pour constater le bon état et le bon développement des larves. Chacun des 

échantillons a été compté sur cellule quadrillée (Graticule Ltd). Dans le même temps le 

diamètre max imum a été mesuré pour 50 individus il l 'aide de l'anal yseur d ' image 

(SA MBN Morphométrie). Ces mesures ont été réali sées pour chaque lot. 
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A chacune de ces man ipulations, l 'eau des bacs a été renouvelée et il a été ajouté à titre 

préventif lin antibiotique (érythromycine). La densité larvaire est progressivement aj ustée 

pour sui vre la cro issance des animaux. 

La nourriture quotidienne était composée d 'a lgues. Les espèces ut ili sées sont Isochrysis 

ga /bana, Te/rose/mis suecica et Chaeloceros ca/citrons. 

Sall e de production du phytoplancton. 

3 -Suivi de la croissance. 

Le sui vi se fait jusqu 'au stade de fi xa ti on, qui est la derni ère phase impOltante du cycle de 

développement de l'espèce (Huvet. , 2002). A ce stade l 'é levage est plus sensible. 

Le di amètre max imum des larves est la donnée biométrique qui a été utilisée pOUf le sui vi de 

la croissance. Les moyennes de chaque séri e de mesure ont été calcul ées et ont servi à 

déterminer les taux de croissance en f1 mJj. 

4-Différentes observations pendant le suivi de la croissance. 

Larve à JI. Larves à J 15. 
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Larve à 120 

5-Analyse statistique. 

L'analyse statistique des dOlUlées a été effectuée sous « ST A T GRAPH IC». Les taux 

d'éclosion obtenus pour chaque concentration ont été traités par une analyse de va riance à un 

fac teur avec la fonction «anal yse de variance» de « STA T GRAPHIC ». Pour les taux de 

cro issance , l ' idée a été de les comparer pour mettre en évidence un effet sur le déve loppement 

des larves . Mais avant il a fal lu tester différents facteurs, à savoir l 'effet jarre au niveau de 

l 'élevage larva ire et l' effet bac au ni veau de la contamination des adultes. Les régressions ont 

été comparées entre e lles à ces différents niveaux en utilisant la fonction « Multiple 

Regress ion Ana lys is ». 

Résultats et discussion. 

1-Taux d'éclosion. 

Le tableau ci-après contient la probabilité qu ' il y ait ou non un effet de la contamination des 

parents par le cadmium sur les taux de fécondation . Lor que P<0.05 l ' hypothèse de l'éga lité 

des moyennes est rejetée avec une probabilité de 95% qu'il y ait une différence significative. 

Source Somme des carrés Ddl Carré moyens F Proba 
Inter-groupes 0,203387 2 0,101694 6,03 0,0218 
Intra-groupes 0,151846 9 0,0168717 
Total 0,355233 11 
Tableau : résultat de l'ana lyse de vanance sur les taux d'éclosion. 

Comme P<0.05, il ya un effet du cadmium sur le taux d 'éc losion des descendants des adultes 

exposés. 
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2-Croissance larvaire. 

Les tableaux ci-après contiennent les probabi lités qu ' il y ait ou non une différence de 

croissance sui vant le ni veau d 'observation où l 'on se place. Il est adm is qu ' il ex iste une 

différence signifi cative lo rsque P>O.05 et que dans ces conditions, l 'effet du paramètre 

considéré n' est pas à prendre en compte. 

Paramètre Valeur de T P 
Jarre 1/2 5,27 0,00 
Jarre 3/4 0,56 0,57 
Jarre 5/6 0,73 0,47 
Jarre 7/8 0,50 0,62 

Jarre 9/10 -0,62 0,53 
Jarre 11 /12 1,21 0,23 

Tableau 2 : résultat de la comparaison des cro issances au ni vea u des jarres. 

Il n ' apparaît un effet jarre qu ' entre les lots 1 et 2 ce qui traduit une différence de croissance 

larvaire entre ces deux lots. 

Concentrations Paramètre Valeur de T P 
500 Bac 1/2 1,47577 0,14 
50 Bac 1/2 0,985629 0,3243 

° Bac 1/2 -0,368765 0,7123 
Tableau 3 : resultat de la comparaIson des croIssances au I1Iveau des bacs qUI ont servi à la 
contamination des parents. 

Il n 'apparaît aucun effet bac. Donc il est possib le de comparer directement les croissances 

larvaires en fonction des d ifférentes concentrations de cadmium. 

Paramètre Valeur de T P 
Concentration 0/50 0,670481 0,5025 
Concentration 0/500 0,543669 0,5867 
Tableau 4 : resultat de la comparaIson des cro Issances en fonctI on des concentrations. 

Enfin les différentes concentrations auxquell es ont été soumis les ad ultes n 'ont eu aucun effet 

sur le développement de la descendance. 
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L'effet jarre relevé entre les lots 1 et 2 est expliqué par un problème de bullage qui a privé 

d'oxygénation le lot nOI le premier jour. Celui-ci a subi des pertes importantes. 

Par ailleurs, aucun effet n'a été observé tant au ni veau de l'élevage larvaire qu 'au ni veau de la 

contamination des parents. Ceci révèle que les expérimentations ont été effectuées dans de 

bonnes conditions. 

Enfin, il n'y a aucun effet du facteur concentration sur la croi ssance larva ire même à des 

concentrations de 500 flg/I, qui est une va leur 10 fois supéri eure à celle trouvées dans le 

milieu. 

3-Mortalités 

Quelque soit les lots, aucune mortalité anormale n 'a été à déplorer. D'autres travaux ont 

montré que des larves de Crassas/rea gigas directement soumises à des concentrations de 

cadmium du même ordre de grandeur subissa ient de plus grandes pertes (His et Robert, 1985). 
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Partie III : Etude de la croissance pour des larves 

soumises à différentes concentrations d'atrazine. 
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Introduction. 

L'essor de l' agriculture a entrainé une utili sation croissante des pesticides, que l'on retrouve 

pour certa ins dans le milieu naturel. Parmi ces produits, il ya l' atrazine, qui est un herb icide 

de la famille des triazines, très utili sé dans les cu ltures céréalières, notamment le maïs . 

L'atraz ine est un produit phytosanitaire qui possède des propriétés mutagènes (Hazardous 

Subtances Data Bank, 1995). Il est surtout présent dans le milieu en péri ode de traitement des 

cultures jusq'à une concentration de 0,0 1 mg!1 (Munschy, 1995), mais auss i en dehors des 

périodes d 'épandage. La présence de l' atrazine dans le bassi n ainsi que l' importance de 

l 'acti vi té conchyli cole et en particulier la production de naissa in (Goulletquer et Héral, 198 1) 

pour les autres régions, rendent indispensables les travaux sur l' impact de ce polluant sur la 

cro issance des larves de l ' huitre creuse. De plus, Robert et al. ( 1986), ont montré son impact 

sur la formation et la croissance des jeunes larves . 

Matériel et méthodes. 

1-Géniteurs. 
Il s'agit de 20 adultes âgés de 2 à 3 ans, provenant de la sa lle de maturation . li s ont été fourni s 

par un exploitant du bassin . 

2-Croisement. 

Il a été constitué à partir de ces 20 ad ultes un pool de 6 mâles et 6 femelles, choisis pour la 

qua lité de leurs gamètes. La méthodologie est la même que celle décrite dans la partie Il. 

3-Elevage larvaire et suivi de la croissance. 
Il a été appliqué 6 concentrations d ' atrazine et à chacune d 'elles correspond 2 réplicats en 

élevage larvaire comme l' indique le tableau sui va nt. 

Concentration 0 0,1 0,4 1 10 100 
Jarres 1 et 2 3 et 4 5 et 6 7 et 8 9 et 10 11 et 12 

Tableau x : la concentration est exprimée en [lg/1. 

Le sui vi de l' élevage larvaire a été fa it selon les mêmes modalités que ce ll es vues dans la 

partie III et avec les mêmes matéri els. Il n 'a été ajouté au milieu de l'érithromycine qu'à partir 

de J 17, où ont eu lieu les premières fixations . 

4-Analyse statistique. 

Les moyennes des di amètres maximum obtenues après analyse d ' image, ont été comparer par 
une analyse de variance à un facteur. 
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Résultats et discussion. 

1-Résultats du test F. 

Les résultats de l 'A OVA sont consignés dans le tableau ci-dessous. 

SOURCE SC DDL Carrés moyens Fea lc Fcri! 
TOTAL 489818,4 107 4577 ,7 

Intergroupe 3732,2 11 339,3 0,Q7 1,90 
Intragroupe (erreur) 486086,2 96 5063,4 

Tableau: Resultats de l'ANOVA pour les crOi ssances. 

Si , la va leur de F calcu lé est inférieure à la va leur de F critique, l' hypothèse HO où il ya 

éga lité des moyennes est acceptée avec un risque u=5%. 

Par conséquent, les cro issances des larves soumises à l'atrazine dans le cadre de cette 

expérimentation suivent les mêmes lois, et il est possible de dire qu 'aucun effet de l' atrazine 

n 'a été mi s en évidence. 
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Graphique :Croissances des larves soumises à différentes concentrations de cadmium . 

Le graphique met en évidence des va leurs moyennes de diamètre maximum plus faibles pour 

les lots étant soumis aux concentrations les plus basses. En effet, pour des raisons autres que 

la présence d ' un polluant, le développement des larves peut être modifié. Cet élevage, 

commencé le 25 Juin 2002, a soumis les larves à des conditions physico-chimiques plus 
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instab les qu 'au début de la période de reproducti on naturelle. Il a été observé des mortalités 

importantes dans les lots les plus pauvres en atrazi ne en début d 'élevage, qui ne peuvent être 

causées par le polluant. Toutefo is, des travaux précédant ont montré des effets signifi cati fs de 

l 'atrazine sur la mortalité. Moragua et Tanguy (2000), ont remarqué un taux de mortalité de 

60% dès la concentration de 0, 1 mg!1. 

Ma is, conUlle l' indique le test statistique et les allures des courbes de crOIssance, le 

déve loppement larva ire n ' est pas affecté par l 'atrazine, même à des concentra tions qui 

n 'ex iste pas dans le mili eu. Ces résultats ne sont pas sati sfaisants mais peuvent être expliqués 

soit par l'ori g ine de l'atrazine utili sée soit par l 'origine des ani maux. Il été démontré qu ' il 

ex iste des différences de cro issance et de survie au stade larvaire pour des souches di fférentes 

d ' une même espèce (Newkirk et al. , 1977; Mallet et Haley, 1983). Les animaux fo uillis 

appal1i ennent peut être à une souche parti culièrement robuste. 
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Conclusion générale. 
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Il n 'a pu être obtenu aucun résultat de l' expérimentation concernant la contamination 

d ' huîtres creuses adultes par du mercure. Différents facteurs n'ont pu être contrôlés de façon 

optimum comme le type de nourriture et l 'oxygénation de l 'eau par bullage. 

Les descendants d 'adultes contaminés par du cadmium n'ont montré aucune anomalie de 

croissance de JI à J20. De même pour les larves directement mises en présence d'atrazine, 

leur croissance de JI à J20 s'est déroulée normalement. 

Toutefois, ces deux sui vis de croissance sont des expérimentations faites dans un milieu 

protégé, qui ne présente peut être pas toutes les contraintes auxquelles doivent faire face les 

animaux par rapport au milieu naturel. Il est possible qu 'en mer l 'animal supporte 

1 ' hydrodynamisme, de plus grandes variabi lité de sa linité ou une di sponibilité en nourriture 

fluctuante et que la présence d ' un polluant modifie son développement. 

Il a été démontré qu ' il ex iste un impact de l'atrazine sur l 'aneuploïdie. Ceci se ra étudié pour 

des animaux élevé dans le bass in de Marennes-Oléron où il existe des concentrati ons en 

atrazine pouvant atteindre 0,01 mgll en sorti e de canaux de marai s. 

Néanmoins, si le sui vi de croissance n'a révélé aucun effet de l 'atrazine sur le développement, 

il n 'est pas exc lu une action différée du polluant. En effet, les données concernant l'évolution 

du diamètre maximum des larves ne vont que de JI à J20. Il est possible qu 'après la fi xation, 

le développement de l 'animal soit affecté. Si tel était le cas, l'action de l'atrazine s ' exercerait 

sur une partie du génome qui ne s ' exprime qu'au delà du stade précoce, c ' est à dire au stade 

juvéni le ou adulte. Pou le vérifi er il aurait fallu sui vre l'évolution des diamètres maximum 

jusqu'à l 'âge adulte. 
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Annexe 
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Aneuploïdie: 

Préparation d es huîtres pour visualisation des métaphases somatiques. 

1- Solutions 

A préparer aval/t la I//(/Ilip. (après-midi (le la I/uit oÙ ça sera It/llcél 

a) Les solutions suivantes: 

• Solution hypotonique de ci trate de sodium à 0,9% (pour utili sation le matin) 

• Solution 'Mère' de colchicine 0, 1 % permettant de bloquer les mitoses en métaphase 

(sera di luée le so ir avant de traiter les huîtres) 

La quantité de solution nécessa ire est dépendante du nombre d'animaux traités et des vol umes 

des containers dans lesquels le traitement de la nuit aura li eu (colchicine) et dans lesquels les 

prépa rations seront fixées et stockées le matin (citrate). 

CITRA TE: Solution de citrate de sodium à 0,9%, donc : 

900 mg de citrate de sodium dans 

100 ml H20 distill ée (stockage a u réfri gér a teur) 

Le ti ssu est mis dans le citrate une seu le foi s (directement après la dissection), donc la 

quantité nécessa ire est éga le au vo lume des tubes dans lesquels on mettra le tissu. 

e.g. Les bocaux on/ la capacité de 1501/11 e/ il yen a 4 : 

150ml x 4 =600ml 

Si on a 900 mg de ci/rate de sodium dal/s 100 m/ H10 distillée 

On a besoin de 6 x 900 mg 

= 5400 mg sodium citrate pour 600 m/ H10 distillée 

COLCHICINE 'MERE ' : Solution 'Mère' de colchicine à 0, 1% , donc : 

100 mg colchicine 
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100mi H20 de mer filtrée (stockage au réfrigérateur) 

La quantité de solution 'Mère' nécessa ire dépend du vo lume de solution 'fill e' de colchicine, à 

0,005%, nécessa ire pour le trai tement de nuit , qui est égal au volume dans lequel les huîtres 

vont être traitées. 

100 ml so lution 'fi lle' 

= 5 ml solution 'mère' 

+ 95 ml H20 de mer avec Isochrysis 

i. e. 5 ml de solution Mère est nécessa ire pour chaque 100011 de so lution fil le 

e.g. Si on utilise approx.50 ml par petit animal «2 g) et que l'on a 60 animaux, on a besoin 

de au moins 3 litres de solution lilLe'. 

Si on fa il 4 litres de Solulion 'fille' 

4000 ml l l OO = 40 

40 x 5 ml = 200 ml 

Donc 200 ml de solulion 'mère' esl requis. El si on a 100 mg de colchicine dans 100 ml de 

HiO de mer, dans 200 ml on va avoir besoin de 200 mg. 

ATTENTION: LA COLCHICINE EST UN PRODUIT TRES TOXIQUE, A PESER AVEC GANTS ET 

MASQUE. 

b) Numéroter les bocaux qui seront utilisés. 

A préparer le mafin juste avant le fIXation 

SOLUTION FIXA TRICE : Le fixateur est composé d'un mé lange (3/1) éthanol absolu/ acide 

acétique glacial. Il est utili sé après le citrate et changé 4 foi s avant que les échantillons so ient 

stockés dans le réfri gérateur. La quantité nécessa ire est donc 5 fois le volume des tubes dans 

lesquels seront fix és les animaux . 

Dans l'exemple ci-dessus, 150 ml tubes x 4 = 600 ml 
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600 ml x 5 =3000 ml 

3000/4=750 

Donc 2250 ml éthanol absolu 

E/ 750 ml acide acétique glacial 

50111 nécessaires au maximum (les bocaux ne son/ jamais remplis j usqu 'au bout) . 

Préparer au fur et à mesure cette solution 300 ml alcool absolu + 100 ml ac ide acétique 

glacial. 

Aneuploïdie: 

Préparation des huîtres pour visualisation des métaphases somatiques. 

2- Manip de nuit (automatisée). 

A préparer l 'après-midi 0 1/ le soir. 

• 

• 
• 

• 

• 

• 

• 

Pompe péri staltique 

Timer automatique 

Tube pour pompe et sa pince à linge 

Bull eur 

Animaux dans leurs poches 

Récipient de traitement avec : eau de mer avec Isochrysis 2 : 1 

Bouteille avec solution de Colchicine ' mère ' (voir fiche 1 - solutions) 

Tout d' abord il faut préparer le réc ipient avec les huîtres et éga lement la pompe, les tubes, les 

solutions et le timer. La solution de colchicine ' fi ll e ' est produite automatiquement lorsque la 

pompe se met en marche durant la nuit et que la so luti on co lchicine mère est introdui te dans le 

récipient contenant les huîtres dans de l 'eau de mer avec l'algue Isoch/J'sis . L'eau de mer avec 

[soelllj'sis est composée du mélange (2/1 ) Eau de mer fi 1 trée/ [socll/y sis pris dans la sall e des 

algues (à choisir dans un 300 litres à couleur brune moyenne). 

Dans l'exemple ci-dessus, 4000 ml de solulion 'fille ' esl requis 

Donl 200 ml de solution mère de colchicine (5%) 
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Et du mélange (2/ 1) de 2550 ml d'eau de mer jiltréell 250 mllsochrysis, 

Ce mélange est mis dans le récipient (un grand aquarium rond pour les volumes de 3 à 6 

litres) et les animaux sont placés à l' intérieur dans des filets plastiques pour séparer les lots et 

permettre aux animaux de fi ltrer le milieu. Le bul leur est introduit pour oxygéner l 'eau . La 

pompe est alors branchée dans le timer et celui-ci est réglé pour minui t ou 01h00 du matin . Le 

tube de la pompe est positionné entre la bouteille de colchicine mère et l' aquarium (en 

maintenant les extrémités avec une pince à linge si nécessa ire. 

POlir le matill (à préparer le soir précédellt) : 

• 

• 

• 

• 
• 

• 
• 

• 

• 

• 

• 

• 

• 
• 

• 

Solution de citrate, 

Ethanol absolu et Acide Acétique Glacia l et boute il le pour le fixateur, 

Tubes eppendorfs pour mettre les échantillons, 

Microscope pour la di ssection (loupe binoculaire), 

Chaise à la bOIUle hauteur pour la di ssection , 

Outils de dissection (ciseaux, pinces, sca lpel/couteau pour ouvrir les huîtres), 

Boîte de Pétri 

Pissette d'eau de mer, 

Bol pour servir de poubelle, 

Pipette/s pasteur, 

Sopalin, 

Minuteurs, 

Papier brouillon et crayon papier, 

Gants, 

Blouse de laboratoire. 

Aneuploïdie: 

Préparation des huîtres pour visualisation des métaphases somatiques. 

3- Dissection et fixation le matin 

Les démarches décrites ci-dessous sont à fa ire suite à la manip détaillée en fi che 2: Manip de 

nuit. Elles sont à faire le matin sui vant le traitement des huîtres à la co lchicine. Pour une 
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visua lisation du nombre de chromosomes, la manip est arrêtée entre 8 à 10 heures plus tard 

pour du comptage (6 heures pour du banding). 

La fixa tion concerne les solutions sui vantes: 

• C itrate (déjà préparé et stocké au réfri gérateur, voir fi che 1) 

• Fixateur: solution (3/1) d'éthanol absolu/ac ide acétique glacial (à préparer le matin , voir 

fi che 1) 

Dissectioll 
Les branchies des huîtres sont découpées dans de l'eau de mer propre et mises dans les bocaux 

(si manipés en groupe) ou eppendorfs (s i manipés indi viduellement) ou récipient de taille 

adéquate avec le citrate (volume 20 x supéri eur à celui du ti ssu étudié) pendant 40 minutes. 

Puis le citrate est enlevé par aspiration avec une pipette pasteur et remplacé par du fi xateur. 

Pour découper les branchies, l'huître est ouverte avec un scalpel et regardée avec le 

microscope de di ssection. Le manteau et les branchies sont découpés ensemble en prenant 

so in de ne pas abîmer la glande digesti ve ni la gonade si il yen a. Les branchies (et peut-être 

le manteau avec !) sont enlevées ensemble puis le manteau (plus épa is avec les poil s) est 

découpé afi n de ga rder seulement les lamell es des branchies qui sont entre les deux couches 

de manteau. Ava nt de mettre le tissu dans le citrate, 2 (ou plus se lon le taill e des branchies) 

peti tes coupures sont fa ites du haut vers le bas des branchies pour faci liter la pénétration du 

citrate .. Ces coupures ne sont pas faites sur la totalité mais seul ement deux tiers de la largeur 

des branchies. Ceci permet d'évi ter que les branchies ne se séparent en morceaux. Elles restent 

attachées les unes avec les autres à la base. 

Fixatioll 

Les branchies restent dans leur tube d'ori gine et di ffé rents bains (un de citrate et c inq de 

fixateur (F» sont appliqués: 

Ci trate pendant 

F I 

FI ' 

F2 

F3 

40 min 

1 0 min 

10 min 

20 min 

20 min 

F4 final (dans lequel l'échantillon va être stocké au réfri gérateur) 
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D'un point de vue pratique, il est généralement plus facile de fai re la fi xation des échantillons 

par groupes de 10 ou 15. Un minuteur est mis en marche lorsque la dissection ou le 

changement de fi xateur est terminé pour chaque lot. L'heure de chaq ue changement est notée 

pour chaq ue lot afin de respecter au mieux les durées des bains préc isées ci-dessus. 

Aneuploïdie: 

Préparation des lames microscopiques. 

1- Fixation des chromosomes 

Les lames peuvent être préparées à partir de 24 heures après la fi n de fi xation (Penser à 

préparer des lames propres à l'avance (voir plus bas)! ! !). 

Matériel 

Le matéri el sui vant est nécessaire: 

Microscope de dissection binoculaire 

Une table chauffante pour lames (mis a 44°C) 

Lames ' porte objets' (l avées à l 'acide chlorhydrique, vo ir ci-dessous) 

Lame avec dépression circulaire (ou petit verre de cri stalli sation) 

Pinces fines 

Ciseaux fi ns 

2 Pipettes pasteurs et poires (et un stock de pipettes pour renouveler après chaque animal) 

Eprouvettes non graduées pour les solutions d 'eau ac idifiée 

Boîte pétri 

Bol poubelle 

Les solutions sui vantes sont éga lement nécessai res: 

II I Acide Acétique/ Eau d istill ée 

Fixateur 3/1 Ethanol Absolu/ Acide Acétique Glacial (frais) 

Méthodologie 
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Une lame ' porte objets ' est mise sur la table chauffante à 44°C sur laquelle le numéro de 

l'animal (numéro de lame, date etc .) est inscrit. Pour voir le numéro clairement lorsque la 

lame est sur le microscope pendant le comptage, orienter la partie où l'on écri t à droite. 

Les bocaux ou tubes eppendorf contenant les branchies sont retirés du réfri gé rateur. Une 

branchie est mi se sur la boîte de pétri avec son fi xateur et un petit morceau est découpé. Ce 

morceau mesure 2-3mm de longueur. Les extrémités des branchies sont plus riches en mitoses 

(lieux d'attache des 4 lamelles). Aussi, est-il préférable de prélever à cet endro it, en prenant 

so in d ' inclure les différentes lamelles. 

Remettre le reste des branchies dans un tube indiquant l'identité de l'animal, remplir avec du 

fi xateur frais et remettre le tube au réfri gérateur. 

Le morceau découpé est séché sur de papier absorbant et mis sur la lame avec la dépression 

avec le mélange III Acide/Eau de façon à remplir cette dépression (Utili sation de la pipette 

Pasteur nOI). La lame est posée sous le microscope de di ssection. Après quelques minutes il 

apparaît de petites bulles autour du morceau. Le morceau peut être agité dans la solution avec 

la pince pour libérer ces bulles. Enfin le morceau , qui est devenu transparent, est enlevé et 

jeté. Le liquide restant contient les noyaux. Le liquide est aspi ré avec une pipette pasteur 

(Pipette Pasteur n02) et laissé tombé sur la lame de la manière sui vante: 

Le liquide est donc aspiré, en évitant d 'aspirer les éventuell es déchets de ti ssu qUI sont 

déchirés du morceau ori gina l. Essayer de récupérer toutes les bulles. 

Pour déposer le liquide sur la lame, on doit le laisser tomber d'un hauteur de 60cm. D'abord, 

toucher la lame avec le bout de la pipette pour viser. Puis lever la pipette et laisser tomber le 

liquide en gouttes sur la lame. L'objectif est de casser la membrane nucléaire. Pour bien 

di stribuer le matériel sur la lame, fa ire deux gouttes rondes côte à côté (voir fi gure A). 
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B 

Le liquide est ensuite réaspiré très doucement avec la même pipette (N°2). La pipette placée 

bien vel1icalement permet d'aspirer petit à petit le liquide au centre de chaque goutte (a ll er de 

l'une à l'autre rapidement) afin de tracer des cercles concentriques (Figure B). Le matéri el 

nucléaire se dépose sur la lame et sèche en même temps que le liquide est aspiré ou s'évapore 

nature llement avec la chaleur de la table chauffante (lorsque les gouttes rétrécissent d'elles

mêmes, les laisser faire: utili ser l'aspiration comme une aide !). Ainsi , le matérie l est mieux 

di stribué facilitant la lecture ultérieure. Une foi s le liquide évaporé, on enlève la lame de la 

plaque chauffa nte et on la place sur un porto ir de lames à l'abri des éclaboussures . 

La pipette N°2 est remplacée entre les échantillons. La table chauffante est nettoyée . La lame 

avec la cav ité est nettoyée avec de l'eau acidifiée sans l'essuyer pour ne pas introduire de 

pel uches . De façon généra le, trava iller en blouse et ga ins pour éviter de salir les lames. 

Nettoyage à l'acide chlorhydrique des /till/es avant utilisation pour l 'étude de l 'aneuploïdie 

Les lames sonl Irempées du soir au malin dans /In mélange (9/ 1) d'alcool 90/95% / acide 

chlorhydrique (HCl). Pour mélanger les deux sa lui ions, ajouter doucel1lenll 'acide ô l'alcool. 

La solution vaji/ll1er donc f aire celle étape sous la halle. Utiliser comme slockage une boÎle 

plasliq/le qui f erme. 

Relirer les lames du bain d'acide (le bain peUl êlre gardé el réulilisé). Les mellre dans lin 

porle-IO/lles el les rincer SO/IS le robinel légèremenl ouverl pendanl 24 heures. (En cas 

d ·urgence 16- 18h sujjisent) 

Les lames sonl ensuile slockées dans un bain d'alcool ô 90%j usqu ·ô leur ulilisalion. 
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Aneuploïdie: 

Préparation des lames microscopiques. 

2- Coloration des lames 

Matériel 

Le matériel sui vant est nécessaire: 

• 
• 

pHmètre (la première fois et lorsque l'on a besoin de mélanger du tampon) 

Bai n à lames = "baignoire" Le ba in 1 OOml prend jusqu 'à 18 lames. 

• Eprouvettes graduées (en verre si poss ible, sinon l'éprouvette 'aneuploïdie' est 

reconnaissable par sa couleur mauve). 

• 
• 

• 

• 
• 

Pipette (pour le bain de co loration), filtres et cônes 

Parafi lm et ciseaux 

Bouteille en ve rre pour fa ire le mélange (si le cylindre n'est pas en verre) 

Minuteur 

Portoir des lames 

Les produ its chimiques sui vants sont nécessa ires: 

• Colorant de Giemsa 

• Tampon phosphate à pH 6.8: Préparé avec Na H2P04.2H20 et NA2HP0 4.12H20 

• Eau distill ée 

Méthodologie J: Préparatioll du tampoll phosphate. 

Le tampon est composé de deux solutions stock qui sont mélangées afi n de produire une 

solut ion à pH 6,8. 

Solution A: 7.8g de NaH2P0 4.2 H20 di ssous dans 250ml d'eau di still ée 

Solu tion B: 17.9g de NA2HP04. 12H20 di ssous dans 250ml d'eau distill ée 

Le mélange est fai t à parti r de 51ml de A et 25ml environ de solution B et le pH est mesuré 

avec le pHmètre. De la solution B (prévo ir 25 autres ml) est ajoutée progressivement j usqu'à 
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ce que le pH voulu (6.8) so it atteint. De l 'eau di still ée est ensuite ajoutée pour donner 200ml 

au tota l. 

Le tampon est stocké au ré fri gérateur j usqu 'à son utili sati on. Il fa ut le laisser se réchauffe r à 

température ambiante ava nt chaque utilisation afin d 'attendre le bon pH . 

Les so lutions de base sont stockées. 

Méthodologie 2: Coloratioll des lames. 

ATTENTION: GIEMSA EST UN PRODUIT TOXIQUE, PORTER DES GANTS ! 

Après avoir fi xé les chromosomes, les lames sont mises dans le ba in à lames. Pour un ba in 

de 1 OOml , le ba in composé de : 

4ml Giemsa, 

4ml Tampon Phosphate pH 6.8, 

92ml Ea u di stillée. 

Les trois liquides sont mis dans une éprouvette, qui est fermée par du parafilm et agitée pour 

mélanger le contenu jusqu 'à ce qu ' il soit bien homogène. 

Le mé lange est ensuite versé directement sur les lames placées dans leur "ba ignoire" et le 

minuteur lancé pour 9 ou 10 minutes. Les lames ont été pos itionnées dos à dos. Bouger les 

lames doucement avec un doigt (en portant des gants) pour vérifi er que leurs surfaces sont en 

contact avec la solution. 

Lorsque la coloration est fini e, j eter la solution dans l'évier et rincer les lames dans leur 

baignoire 3 fo is avec de l'eau du robinet et 1 fo is enfin avec de l'eau di stillée. Les lames 

peuvent être séchées à la verti ca le sur un porto ir de lames avec le bout étiqueté dépoli en bas. 
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