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INTRODUECTIOXN

Centre autonome de production, d'élevage
et de commercialisation, le bassin d'Arcachon
assurait ces derniéres années une part non négligeable
de l'approvisionnement en naissain d'hultres creuses
des régions conchylicoles du littoral septentrional

et méditerranéen de la France.

Deux facteurs étaient & l'origine de cette
activité :
- un potentiel de production élevé, environ
5 milliards de naissain, ce qui correspond
4 30 écloseries industrielles, type
S.A.T.M.A.R. -Normandie- d'apres les
données de Lelarge (1980).

- un naisgsain de trés bonne qualité, grice
au captage effectué sur tuiles chaulées,
et d'un poids moyen unitaire élevé,
(environ 5 g) nettement supérieur a ce
qui est obtenu en écloserie malgré un
prégrossissement en nourricerie (His,

communication personnelle).



La reproduction naturelle se déroulait de
fagon satisfaisante lorsque la température de l'eau

se situait au voisinage de 22°C et au-dessus (His,

1973).

Au cours de 1'été 1976, a la suite d'un
frai massif dans les chenaux du secteur continental
du bassin d'Arcachon, les véligeéres au stade D,
normalement consitudes, ne se développaient pas.(photo 1),
Ainsi le stock important de jeunes larves (BOO.OOO/mB)
di sparaissait peu a peu sans qu'aucune croissance
significative ne soit observée, Parallélement & ce
défaut de croissance, les véligéres étaient peu

colorées et présentaient un aspect grisédtre.

La température de l'eau avoisinant 26°C,
les phénoménes étaient attribués soit & un déséquilibre
du milieu, soit & l'action d'agents pathogémes, soit
encore a un développement insuffisant du nannoplancton

spéeifique de l'alimentation des véligéres (His, 1976).

Dés 1'été 1977, le phénoméne se généralisait
a l'ensemble de la baie. Ces anomalies persistaient
jusqu'a la saison de reproduction de 1982, soit 5

années consécutives.

Ce travail tentera d'expliquer les échecs
répétés de la reproduction naturelle dans le bassin
d'Arcachon, Les hypothéses suivantes ont été émises :



- pauvaise "qualité" des larves issues des géni-

. teurs du bassin d'Arcachon ;

- mauvaise "qualité biologique" de l'eau en liai-
son avec l'accumulation possible de toxigues
pendant la période de maturation des géniteurs,
soit par les larves pendant la période de repro-
duection. A

- conditions thermigues estivales peu favorables

depuis 1977.

Seuls des élevages expérimentaux en milieu
contrdlé permettaient d'étudier les problémes posés
(Lucas, 1975).

Afin de mettre au point un outil de travail
fiable, des expériences ont été réalisées au niveau des
différentes unités de 1l'écloserie et les résultats les
plus favorables ont été retenus et appliqués ultérieurement

en routine.

Le comportement de populations larvaires de
Crassosirnea gigas placées en milieu pollué a été
analysé afin d'appréhender le probléme de la
"qualité biologique" de l'eau du bassin d'Arcachon.
L'augmentation sensible de l'activité de plaisance,
s'accompagnant d'une forte utilisation des peintures
antisalissures dans le bassin d'Arcachon a conduit a
orienter cette étude sur l'action de certains de ces
composants sur la fécondation, les développements

embryonnaires et larvaires de Crass0s4trea gigas,



Enfin les caractéristiques des véligeres
produites en écloserie ou prélevées dans le
bassin d'Arcachon et placées en laboratoire sous

différentes conditions expérimentales ont été

dtudiées.

Les premiers travaux ont débuté lors de
la saison de reproduction de 1980 mais la
plupart des études rapportées ici ont été réalisées
en 1981,
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MISE EN PLACE D'UNE ECLOSERIE EXPERIMENTALE.
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MISE EN PLACE D'UNE ECLOSERIE EXPERIMENTALE.

Qu'elles soient industrielles, semi indusftrielles
ou expérimentales, les écloseries possédent généralement
trois unités types : l'unité de conditionnement, 1'unité
de production phytoplanctonique et 1'unité d'élevage
larvaire (Drinnan et Parkinson, 1967). Pour se priver
de la premieére il faut, soit travailler uniguement
pendant la saison de reproduction, c'est a dire environ
trois mois dans l'année en ce qui concerne Crassosinea
gigas dans le bassin d'Arcachon, ou prélever dans la
nature des animaux dont la maturité sexuelle est
permanente & toute époque de l'année, C'est le cas de
Mytilus edulis en rade de Brest (Lucas, 1975). Ne
pouvant satisfaire & ces conditions nous avons mis en
place, au laboratoire de 1'I.S.T.P.M. d'Arcachon, une écloserie

comprenant les trois unités.

1.1, DISPOSITIF GENERAL.

Le laboratoire ne posséde pas d'eau de mer
courante. Les prélévements sont réalisés dans des bidons
en matiere plastique de 20 litres et transportés au

laboratoire., L'eau est stockée dans des cuves de réserve



en plastique dur, couvertes, d'une capacité moyenne de

800 litres. Les prélévements sont effectués dans différents
gecteurs du bassin d'Arcachon et en haute mer, L'eau de
1'0céan, a priori exempte de tout polluant sert d'eau de
référence et est utilisée pour les tests de molysmologie.
Quatre cuves de stockage ont été utilisées, chacune ayant
une fonction bien établie et non permutable : 1 cuve pour
l'eau de 1'Océan, 3 pour celle du bassin dont une constitue
la réserve d'eau pour la préparation des milieux de
croissance algale, L'eau est utilisée rapidement et au
bout de 20 a 30 jours la cuve est vidée, nettoyée et

remplie & nouveau.

D'autre part, le transport et le stockage
de l'eau utilisée pour le conditionnement des géniteurs
sont réalisés dans des bidons en matidre plastique de
30 litres. Celle-ci est prélevée & 1'Institut de Biologie
Marine d'Arcachon ou par moto-pompé dans le bassin d'Arcachon

(Figure 1).

L'ensemble du matériel a été préalablement
amariné pendant plus d'un mois. Le bon fonctionnement
des trois unités de 1'écloserie, que nous allons décrire,.
nécessite une trés grande propreté., L'ensemble du matériel
utilisé, & savoir de la simple pipette ou tuyau, au ballon
de 6 litres est lavé avec un savon biodégradable, abondamment
rincé, séché. La verrerie est stériliséde au four Pasteur
a 170° pendant 2 heures. Les milieux de culture des algues,
utilisées pour la nutrition des larves, sont autoclavés &
120°C pendant 20 minutes (Walne, 1966).



1,2, L'UNITE DE CONDITIONNEMENT,

Le conditionnement des mollusques
bivalves a pour but d'étendre la période de reproduction
au dela de leur période naturelle, permettant ainsi
de réaliser des pontes et élevages larvaires presque

toute 1l'année.

La gamétogénése de la plupart des
bivalves peut &tre accélérée ou ralentie en fonction de
la température de l'eau de mer baignant les géniteurs
(Loosanoff et Davis, 1950, 1951, 1952 a, 1952 b, 1963),

1.2.1. LES GENITEURS.

Des Crass0strea gigas ont été réguliérement
prélevées en milieu naturel. Leur maturation était
obtenue en laboratoire. L'origine des Crass0sirea
gigas fut variée : Cancale (Bretagne), Saint Vaast
la Hougue (Normandie), La Rochelle (Charente Maritime),
La Tremblade (Charente Maritime), Arcachon (Gironde).
Dans le bassin d'Arcachon, les huftres ont été

prélevées dans différents secteurs (Figure 1).

L'état initial de maturité sexuelle
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FIG 1 :carte des lieux de prélévement
des geéniteurs du bassin¢gj,de
I'eau utiliseée paur lamaturation(e)
et pour les eélevages larvairesca)



‘a été estimée visuellement par l'ouverture de gquelgues

individus etrl’observation du volume de leur glande

génitale et, occasionnellement, par mesure de l'index de conditicn X
(Walne, 1966; Gabbot et Stephenson, 1974).

Poids sec de la chair du mollusque X 1000

capacité intervalvaire

ou la capacité intervalvaire correspond au volume total

moins le volume de la coquille.

"~ Celui-ci était en moyenne égal a 90,
c'est & dire que les géniteurs étaient d'assez bonne
"qualité" si nous prenons comme échelle celle définie
par Walne (1974).

Des individus agés de 3 a 5 ans ont été
retenus car les vieilles huftres succombent
frégquemment lors de la maturation en laboratoire
(Wilson, 1981). D'autre part, la longueur moyenne des
" individus & maturer était comprise entre 50 et 150 mm
ot environ 1/3 du lot était constitué d'hultres de 50 &
80 mm. En effet, il existe une forte proportion de
méles chez les jeunes individus de Crass0strea gigas
(Mann, 1979).

A leur arrivée au laboratoire les hultres
sont débarrassées de leurs épibiontes. La "qualité" du

stock est estimée et les géniteurs sont sélectionnés.
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Chaque lot, constitué de 12 & 15 individus,
est placé quelques jours dans l'unité de stockage avant
d'8tre transféré dans les différents bacs ol leur date

d'immersion est notée.

1.2.2. LES CIRCUITS FERMES.

Le conditionnement s'est fait en circuit
fermé, Cette unité, inspirée de celle de GERARD (1978) est
constituée de 5 bacs plastigues, ouverts, rectangulaires,
d'un volume de 40 litres. Un systéme de trop plein,
réalisé avec des prises d'eau latérales, assure 1l'évacuation
de l'eau qui s'effectue par simple gravité. Celle-ci
est alors épurée sur un filtre de sable d'une capacité
de 30 litres. Aprés filtration, l'eau est reprise par un
air 1ift. Celui-ci est par la suite renforcé par une
pompe péristaltique Masterflex assurant ainsi le retour de
l'eau dans les bacs. Pour pallier les irrégularités’
de fonctionnement, le filtre est muni d'un systéme de

tro lein qui se déverse a l'extérieur du laboratoire.
q

Afin d'accélérer la gamétogénése, 2
bacs sont maintenus en permanence & la température de
210¢ 1 100 au moyen de résistances électriques thermostatées
de type aquarologie. La gamétogénése des géniteurs peut
étre retardée dans deux autres bacs maintenus a la
température de 15°C L 10¢ au moyen d'un groupe refroidisseunr
Heim branché sur le circuit d'alimentation d'eau. Ces
deux bacs peuvent également &tre momentanément utilisés

comme unité de stockage. Dans ce cas, le refroidisseur
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.
est arrété et la température de l'eau est la température
ambiante. Le cinquiéme bac polyvalent est connecté soit
au circuit chaud, scit au ecircuit froid. Une rangée de
diffuseurs alimentés par un compresseur électrique,
assure le brassage et l'homogénéisation de l'eau dans
les bacs. Avant sa diffusion, l'air comprimé est épuré
sur cartouche Whatman de porogité 1 pu. Cette unité est

schématisée dans la figure 2 et photo 2..

Si l'utilisation d'un filtre biologique

assure une épuration satisfaisante de 1l'eau de mer,

un changement hebdomadaire de celle-ci est cependant
nécessaire. Les déchets azotés dlis & l'excrétion des
animaux, constituent un facteur défavorable en eau
stagnante ou recyclée (Lucas, 1978). D'autre part,

a moyen ou long terme, l'adjonction quotidienne de
phytoplancton peut modifier la qualitdé originelle de l'eau
de mer. Pour ce faire, les bacs sont vidés par siphonags,
nettoyés et de nouveau remplis avec ‘de l'eau de mer brute,

fraichement prélevée,

Afin d'éviter des chocs thermiques, les
différents lots de géniteurs sont maintenus émergés
2 & 3 heures jusqu'd ce que l'eau des bacs soit & la
température désirée. Il n'apparalt pas nécessaire
d'augmenter la fréquence de renouvellement de 1l'eau
car la teneur en ammoniaque reste peu élevée
au bout d'une semaine. Ces contrSles sont réalisés au moyen

d'un test nitrate-nitrite.



FB: tilkre biclagigue.
P : pompe.
G F: groupe froid .

rresistance .

~——— % robinet,

FIGEIUNITE DE CONDITIONNEMENT .
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1.2.3. LES PARAMETRES DU CONDITIONNEMENT.,

1.2.3.1 LA TEMPERATURE.

La gamétogénese chez Crasso0strea gigas
se déroule d'une facon trés satisfaisante a la
température de 21°C. A la température de 15°C, celle-ci est
fortement ralentie (Mann, 1979). Ces températures ont été
appliquées pour assurer le conditionnement. Quelle que
soit la température de l'eau au moment de la récolte des
huitres, les géniteurs sont transférés 3
21°C ou 15°C. Cependant, afin d'éviter un stress trop brutal,
ceux-ci sont maintenus quelques jours dans l'unité
de stockage. Le bon fonctionnement des résistances et
du groupe refroidisseur est vérifé par lecture directe
de la température sur des thermométres immergés en

permanence dans les bacs de conditionnement.

Le systéme est fiable, mais un contrdle
bi-journalier est nécessaire car un déréeglement des
appareils entralnerait asse» rapidement la perte des

stocks.

1.2.3.2, LA SALINITE,

L'influence de la salinité, lors du
conditionnememnt des géniteufs de Crasso0sinea gigas,
sur la croissance des véligéres issues de ces derniers,
a été étudiée par Helm et Millican (1977). Ainsi 1le
stock larvaire, conduit & la salinité de 24%.et & la
température de 24°C, issu de géniteurs conditionnés 2
la salinité de 30,9 £ 1, 4% présente une bien meilleure

croissance que des larves conduites selon le méme
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protocole expérimental, mais issues de géniteurs de méme

t 1,2%,. De ce fait,

la salinité de l'eau dans les bacs de conditionnement

origine maturés & la salinité de 26,1

est maintenue entre 30 et 33%eo.

1.2.3.3. L'ALIMENTATION.

De bonnes conditions nutritionnelles sont
nécessaires pour maturer les géniteurs des mollusques
bivalves (Matthiessen et Toner, 1966; Bayne et Thompson,
1970; Pruder et al., 1977) et un apport alimentaire
apparalt indispensable méme dang un systéme de
conditionnement ouvert. (Lubet, 1959; Gabbot et Walker,
1897813

La nutrition est un paramétre limitant
la maturation et semble intervenir également sur la
qualité des stocks larvaires issus des géniteurs. Ainsi
des larves d'Ostrea edulis prééentent une croissance plus
rapide lorsque les hultres en cours de maturation dans
un circuit ouvert regoivent un apport supplémentaire
en phytoplancton (Helm et al., 1973).

Pour assurer la maturation de Caaesso0sirea
gigas,l'alimentation doit &tre au moins de 6%, exprimé
en poids sec algal, du poids moyen. sec de la chair des
géniteurs, par jour. (Helm et Millican, 1977; Wilson, 1981).

Dans les conditions expérimentales du
laboratoire, ceci correspond & un apport moyen journalier de

5 a 10 litres de cultures algales par bac. Lorsque les géniteurs
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sont maintenus & la température de 15°C, seuls 3 & 5 litres
de phytoplancton sont journellement apportés par bac en
accord avec la diminution du taux de filtration des hultres
(Walne, 1974; Mann, 1979),

Si la nature du phytoplancton varie selon
sa disponibilité, deux algues sont principalement
utilisées en routine. Il s'agit de Pavlova futheni et
Platymonas suecica dont les concentrations moyennes au
moment de leur utilisation sont respectivement égales a
8 X 106 ¢/ml et 9 X 105 ¢/ml. Plus récemment une diatomée,
Skeletonema costatum est employée en remplacement de

Pavilova Euiheai "

Certains mollusques bivalves peuvent
s'adapter physiologiquement & la quantité de nourriture
présente dans leur environnement (Tenore et Dunstan, 1973),
ainsi qu'a un apport discontinu en phytoplancton (Thompson
et Bayne, 1972; Morton, 1973; Owen, 1974).

Ainsi l‘a?port de cultures algales est
quotidiennement réalisé vers 9 heures le matin. La
circulation de l'eau est d'abord arrétée et 10 litres
sont prélevés dans chacun des bacs par simple siphonage.

Le phytoplancton est alors distribué.

Vers 11 h -.12 h, quand 1l'eau est redevenue

claire, la circulation est de nouveau rétablie.

1.2.3.4. AUTRES FACTEURS.

Le contrdle du pH dans les bacs de
conditionnement, réalisé pendant un mois au moyen d'un pH

métre enregistreur, a permis de constater gque dans son
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ensemble ce facteur variait peu.

Les seules modifications notables ont
€té observées au moment de 1l'apport en phytoplancton mais
un retour au pH d'origine est obtenue peu de temps aprés

le déclanchement de la circulation de l'eau.
D'autre part, du fait de l'installation

de cette unité a proximité de grandes fenétres, les

géniteurs sont soumis aux fluctuations nycthémérales.

1.2.4. RESULTATS,

La durée du conditionnement dépend de
1'état sexuel initial des géniteurs lors de leur récolte
dans la nature. Lorsque ceux-ci sont en début de
gamétogénese (période hivernale), la maturité sexuelle
peut 8tre induite au laboratoire en 6 semaines. Au fur
et 4 mesure de 1l'approche de la saison de ponte dans le
milieu, le délai nécessaire se raccourcit. Ainsi en juin
celui-ci n'est que de 2 semaines. Afin de vérifier l'état
d'avancement du stock, une tentative de ponte est effectude

avec 3 ou 4 individus,

Selon la rapidité et l'intensité des
émissions, ainsi que la "qualité" des gamétes émis, le
stock de géniteurs est rapidement utilisé ou maintenu
1 a 3 semaines supplémentaires dens l'unité de

conditionnement,

Les mortalités sont restées trés faibles et
peuvent &tre estimées sur 1l'ensemble des stocks conditionnés
a 3%,
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Bien que les critéres de sélection des
lots & maturer paraissent empiriques, un couple parental
dont les gamétes étaient de bonne "qualité" a toujours
pu étre choisi 'au moment de la ponte. Seul un lot n'a
pas répondu a ces exigences. Celui-ci, originaire de
St., Vaast la Hougue, était constitué a 100% de femelles.

Les résultats dans leur ensemble furent
satisfaisants. Cependant, le conditionnement des géniteurs
en période automnale s'est révélé délicat, ce qui
confirme les résultats obtenus par Wilson (1981),

Par contre les problémes de surmaturation qui affectent
généralement des géniteurs prélevés peu de temps avant
leur ponte nagturelle dans le milieu ont rarement été

»
rencontrés.

1.3. L'UNITE DE PRODUCTION PHYTOPLANCTONIQUE,

Elle assure la production de nourriture
nécessaire au développement larvaire et & la maturation
des géniteurs. C'est une des premiéres étapes a

maftriser (Le Borgne, 1977).

Bien que des progrés aient été réalisés
dans les techniques de conservation du phytoplancton,
lyophilisation par exemple, et que des résultats
encourageants aient été obtenus dans leur utilisation
comme source de nutrition larvaire (Hidu et Ukeless,
1964; Griffitch et al., 1973; Meyers, 1973; Tsuru, 1973)
seules, & l'heure actuelle, les algues unicellulaires
vivantes de culture présentent les caractéristiques
nécessaires pour l'alimentation des larves de

mollusques (Masson, 1977).
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La production phytoplanctonique, mise au
point au laboratoire, est adaptée des méthodes décrites
par Loosanoff et Davis (1963) et Walne (1966).

1.3.1. LES ESPECES.

wL’espéce algale choisie dans une écloserie
dépend de l'utilisation que l'on veut en faire, de la
facilité avec laquelle on peut se la procurer, de la
facilité avec laquelle elle peut &tre cultivée et enfin,
de sa qualité nutritive”(Flassch, 1978). Imai (1977), faisant
une synthése des différents travaux réalisés jusqu'a cette
époque, dresse une liste des algues utilisées avec succes

en ce qui concerne l'élevage larvaire de mollusques.

Dans un rapport présenté au "Cost Mariculture
Working Group", Avril 1978, Walne dresse, aprés enqguéte
auprés de 10 écloseries commerciales, une liste des algues
couramment employées et les classe selon leur fréquence
d'utilisation, Le méme type de travail a été réalisé par
Lucas (1980) auprés de 8 écloseries européennes et
nord-américaines., Si l'on exprime ces fréguences en

pourcentage, on obtient le Tableau 1 suivant.

Bien que les écloseries contactées n'aient pas
le méme type de production de pélécypodes, on constate
au'lsochrysis galbana et Pavlova luthernii sont préférentiellement
employées.
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ESPECES

Fréquence

d'utilisation
exprimée en %
d'aprés Lucas

Fréquence

d'utilisation
exprimée en %
d'aprés Walne

(1980). (1978).

Isochrysis galbana 75 80
Pavlova (flonochaysis) 62,5 70
butheni

Cyclotella nana 62,5 0
Pseudoisochrysis 62,5 50
raradoxa

Pgaamimonaé vinginica Fwd 0
Chaetoceros caleitrans 39,5 40
Péaiqmoaaa (Tetraselmis) 25 60
suecica

Nannochloris oculata 25 0
Dunaliella primoflecta 25 0
Phaeodactylum tricornutum 12,5 50
Skeletonema costatum 1245 20
Thallassiosira pseudonana 0 40
Is0chrnysis tahiti | 0 20
Chlamydomonas sp 0 10
Platymonas chui 0 10
Rhodomonas 4p 0 10
Pyramimonas abovaita 0] 10

TABLEAU I : FREQUENCES D'UTILISATION DES DIFFERENTES
ESPECES PHYTOPLANCTONIQUES EN ECLOSERIE
COMMERCIALE.
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Pseudoisochrysis paradoxa est également utilisée dans des
proportions comparables. Viennent ensuite Chaeeiocenos
caleitrans et Platymonas suecica et enfin Phaeodaciylum

trnicornutum et Skeletonema costatum.

On pourrait penser que ces fréguences
d'utilisation gsont principalement fonction de la qualité
nutritive des algues. En fait, ce critére est vraiment

délicat a apprécier.

_ Wilson (1978) en expérimentant sur Osizea
edulis et Crassostinrea gigas montre que Phaeodacitylum
triconnutum, sous ces trois formes cellulaires, considérée
jusqu'alors par la plupart des auteurs comme médiocre, permet
une croissance larvaire comparable & celle obtenue avec

[s0chayslis gallana.

Newkirk et Waugh (1980) démontrent que
Pavlova lutherii a une faible qualité nutritive pour
des véligéres de Mytilus edulis, s'opposant ainsi &

des résultats pourtant bien établis.

Afin d'assurer la maturation des géniteurs
et une croissance larvaire satisfaisante et reproductible
chez Crassostrea gigas et, pouvoir comparer nos
résultats avec ceux obtenus par d'autres (Walne, 1970,
1974; Helm et Millican, 1977) Isochrysis gallana
_{Haptophyceae), Chaetoceros calcitrans (Baccilariophyceae),
Platymonas suecica (Prasinophyceae) Pavlova lutheni
(Haptophyceae) et Skeletonema costatum (Baccilariophyceae)

ont été introduites au laboratoirs.

L'une des sources potentielles de
contamination bactérienne des élevages larvaires est le
phytoplancton, d'ol l'utilisation par certains auteurs de
souches axéniques (Davis et Guillard, 1958; Ukeless, 1973).
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Les résultats obtenus par Walne (1963,

1970) ont conduit & l'utilisation de souches non axéniques,

Cependant, le nombre de bactéries associées
aux cultures d'algues dépend en partie de la densité
initiale des inoculats en bactéries (Lucas, 1980). De
ce fait, les souches ont été obtenues auprés de certaines
édcloseries utilisant celles-ci en routine pour la nutrition
larvaire., Il s'agit de 1l'écloserie expérimentale du
professeur Lucas, Brest, l'écloserie semi-industrielle
de Conway, Pays de Galles, et 1l'écloserie industrielle
de la S.A.T.M.A.R., Normandie.

1.3.2. MODE DE CULTURE.

La technique principalement employée est
le bloom, quelque soit le volume des cultures. La
technique en semi-continu est également appliquée.

1.3.2.1. EAU ET FILTRATION.

L'eau servant & la préparation des
milieux est stockée 24 3 L8 heures dans la salle
d'élevage larvaire, dans des bidons en matiére plastique
de 20 litres. Elle est ainsi amenée progressivement 2
la température ambiante de 20°C 49, La salinité est

abaissée par adjonction d'eau distillée.

Le dispositif de filtration monté dans

la salle d'élevage larvaire a un double rdle (photo 3):
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- filtration de l'eau pour la préparation des

milieux de croissance algale.

- filtration de l'eau pour les élevages larvaires,

Une pompe électrique Sartorius entraine l'eau utilisée

4 travers un systéme comprenant une préfiltration constituée
de deux cartouches de type industriel Cuno de 5 et 0,2 pm.
L'eau filtrée est utilisée sans aucun autre traitement -
stérilisation, passage aux U.V., pasteurisation - pour la
préparation des milieux.en volumes de 33 & 120 litres,

c'est & dire pour l'obtention du phytoplancton destiné

aux géniteurs.

La rétention des particules sur ce
matériel n'est cependant que de 80%. Aussi une filtration
fine est réalisée sur membrane de pillipore de porosité
0,2 pm pour la préparation des cultures d'algues

assurant la nutrition larvaire.

L'efficacité du systeme est contrdlée
quotidiennement au compteur de particules., La filtration
est considérée comme bonne lorsque le nombre moyen de
particules supérieures ou égales & 2 pm, calculé sur un
minimum de trois comptages est inférieur a 300. Sinon,

la membrane et la prémembrane sont changées.

13242 PREPARATION DES MILIEUX DE CROISSANCE
ALGALE.

Afin d'assurer la croissance des populations
algales, le milieu décrit par Walne (1966) a été utilisé.
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L'eau de mer filtrée est enrichie en sels
minéraux a raison de 1 ml/1l de milieu de Conway avec
adjonction supplémentaire de 2 ml/l de métasilicate pour

le milieu de culture des diatomés.

Rappelons que toute la verrerie est
stérilisée au four pasteur avant utilisation. Les
erlenmeyers et les ballons sont obturés par un bouchon
de coton cardé recouvert d'une capsule d'aluminium.

Les milieux ainsi préparés sont stérilisés & 1l'autoclave

4 la température de 120°C pendant 20 minutes. L'obturation
définitive des ballons de 6 litres ne peut &tre réalisée
lors de la stérilisation, le bouchon en caoutchouc

sautant lors de l'autoclavage, Celui-ci, muni de ses
différentes tubulures, est autoclavé en méme temps que

le ballon. Son montage définitif est effectué & chaud, dés
sa sortie de l'autoclave., Les différents embouts de
caoutchouc prolongeant les tubulures sont alors pincés
afin d'éviter la remontée du milieu dans les tubes lors de

son refroidissement. ’

Les vitamines (B1 et B12) sont ajoutées
stérilement 24 heures aprés. Les sels précipitant &
l'autoclavage, les milieux ne sont utilisés qu'au bout de
72 heures, aprés brassages manuels journaliers. Ils
ont stockés dans la salle d'algue, et dans la salle

d'élevage larvaire.

1.3.2.3. LES REPIQUAGES.

Lg croissance algale est réalisée selon le
schéma classique des volumes croissants décrits par
de nombreux auteurs (Le Roux, 1975; Lucas et al., 1976;
Pouvreau, 1977; Flassch, 1978).
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Les souches meéres servent de point de départ
a la production phytoplanctonique une fois tous les 2
mois en moyenne. Celles-ci sont conservées sur milieu
liquide stagnant d'Erd-Schreiber & la température de
1590 f 100 dans la salle d'algue. Cette température
est obtenue en plagant les erlenmeyers & proximité
directe du climatiseur. Afin d'éviter la dégénérescence
des populations algales, les souches méres sont repiquées

une fois par mois.

Par TO nous entendrons le jour du départ de
la culture, Par T?, T4, ... nous entendrons la culture

apres 7 jours, 14 jours ... de croissance.

A TO, 50 ml de culture mere sont

ensemencés stérilement dans un erlenmeyer de 500 nl

P z

contenant 250 ml 4'&Zrd-Schreiber, Ce milieu est préféré
a4 celui de Conway pour le lancement des cultures. En

effet, aprés un certain nombre de repiquages, les algues
que nous utilisons ont tendance & dégénérer lors de leur
phase d'entretien (I. Laing, communication personnelle).

A T7, 50 ml de culture sont repiqués
dans 250 ml d'Erd-Schreiber et 250 ml sont transvasés
stérilement dans un erlenmeyer de 2 litres contenant

1 1 de milieu de Conway.

4 T14, 1.250 ml de culture servent
d'ensemencement & un ballonide 6 litires contenant 4 1
de milieu de Conway, volume & partir duquel la culture

est utilisée pour la nutrition larvaire (photo 4).

A TS ou 9%, 1,51 & 5 1 de eulbuvs

gservent d'ensemencement a un cubitainer de 33 litres ou
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un sac plastique de 80 & 120 1, volumes & partir

desquels la culture est utilisée pour les géniteurs.

1.3.2.4. LES PARAMETRES DE LA CROISSANCE
ALGALE.

Dans une unité de croissance phytoplanctonigue
contrdlée, il existe de nombreux paramétires qu'il faut
connaltre et malitriser afin d'assurer non pas des
records de productivité instantanée, mais des résultats

reproductibles.

1.3.2¢4,1. LA TEMPERATURE,

Bien que la température pour des divisions
cellulaires optima varie selon les espiaces phytoplanctonigues
(Ukeless, 1961; Goldman et Ryther, 1976; Styron et al.,

19763 Aquacoop, 1977; Flassch, 1978; Baynes et al.,
1979; Laing et Helm, 1981), la salle d'algue est
maintenue & la température moyenne de 20°C I qeg par

un climatiseur.

Des irrégularités de fonctionnement de
l'appareil ayant causé en plusieurs occasions la perte
presque totale de la production phytoplanctonique, la
salle est équipée d'un deuxiéme climatiseur de secours.



1.3.2.4.2, LA SALINITE. -

Chague espéce algale posséde ses
propres exigences vis & vis de ce paramétre (Faveris,
1976; Styron et al.,, 1976; Faveris et Lubet, 1978;
Flassch, 1978). Les croissances d'lsochaysis galbana
et Platymonas suecice sont améliordes lorsque les
salinités sont respectivement comprise entre 15 = 25%
et 25 - 30% (Laing et Utting, 1980). Uhe salinité de
15%, permet une bonne croissance de Chaefoceros

caleitrans (Laing, 1979). .
L'eau de mer servant & la préparation

des différents milieux est ramenée & la valeur

moyenne de 25%, + 1%,.

1.3.2.4.3. L'AERATION,

Le brassage des cultures facilite la
dissolution des sels nutritifs et limite le dépdt
des cellules algales.

Celui-ci est réalisé manuellement 2 fois
par jour, pour les stades d'entretien et grossissement
de la culture. Bien gqu'une croissance plus rapide ait
été observée lorsqu'un bullage permanent est maintenu,

aucune aération n'est réalisée & ces stades.

Celle-ci n'est appliquée qu'au stade
d'utilisation de la culture, De l'air comprimé, dont le

débit peut &tre contrdlé par un double jeu de robinets,

26.



est fourni par un compresseur électrique. L'air est
épuré sur cartouches Whatman de 1 Pm et 0,2 pm et sur

coton stérile & son arrivée dans les ballons.

Un brassage manuel complémentaire est
effectué 2 fois par jour pour Platymonas suecice car
l'aération est insuffisante pour maintenir les cellules
en suspension qui adhérent alors aux parois des ballons
freinant la diffusion de la lumiére dans la culture,

1.3.2.4.4. LA LUMIERE.

La production extensive de phytoplancton
est fortement dépendante de l'intensité lumineuse et
de la durée de l'éclairage (Goldman et Ryther, 1976).

En laboratoire l'augmentation de
l'intensité d'éclairement ainsi que 1'élargissement du
spectre lumineux entralnent une croissance plus rapide
chez Cyclotella nana (Le Borgne et al., 1978).

La majorité des espéces présente une
croissance optima a partir de 3000-4000 lux (Quraish et
Spencer, 1971). Platymonas suecica est plus exigente car
son rendement optimum s'obtient autour de 10,000 lux
(Flassch, 1978).

2 tubes néons de type Daylight, d'une
longueur individuelle de 1,20 m. et d'une puissance de
40 W assurent un- éclairage permanent de

chacun des étages de la salle d'algue.
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Afin de récupérer l'énergie diffusée dans
les angles non utilisés, des réflecteurs en feuille
d'aluminium ou plaque d'inox, ont été installés. D'autre
part les néons, les erlenmeyers et ballons sont

réguliérement nettoyés a l'alcool.

1.3.2.4.5. LE GAZ CARBONTQUE.

Le réle d'un apport en 002 dans un systéme de
production phytoplanctonique est sujet & des résultats
trés controversés (Myers et al., 1951; Hannan et Patouillet,
1963; Taub et Dollar, 1968; Grant et Turner, 1969;
Ukeless, 1973; Taub, 1974; Le Borgne et al., 1978, Laing,
et Helm, 1981).

Aucun dispositif d'injection de 002 dans

les cultures n'est appliqué au laboratoire.

1.3.3. APPLICATION DU SYSTEME A LA NUTRITION LARVAIRE.

lsochaysis gallbana et Chaeetoceros caleitrans
sont produites en routine au laboratoire. Ces algues sont
apportées journellement aux élevages larvaires. Leur
petite taille, 3 & 6 pm, fait qu'elles sont facilement
ingérées par les jeunes véligéres de Caassostrea gigas

et ceci dés les premieres 24 heures.

Platymonas suecica est également produite
pour la nutrition des larves. Cependant, vu sa taille,

8 a 12 pm, elle ne peut &tre absorbée que par des larves
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dont la taille est supérieure ou égale & 120 pm (Millican
et Helm, 1973). Aussi elle n'est apportée quotidiennement
qu'ad partir du 8%&me jour de vie larvaire. La qualité
nutritive de Pavlova lutheri étant sujette a des résultats
contradictoires (Davis et Guillard, 1958; Bayne, 1965;
Fretter et Montgomery, 1968; Walne, 1974; Newkirk et Waugh,
1980), sa production a des fins de nutrition larvaire

a été attenuée.

Afin d'éviter la contamination bactérienne
des souches, des précautions simples mais permanentes sont
adoptées Elles ont été décrites pour la plupart

précédemment et sont résumées de la facon suivante :

- stérilisation au four pasteur de toute la
verrerie;

- filtration fine de l'eau et contrdle de sa
qualité au compteur de particules;

- montage définitif des ballons & chaud;

- changement régulier des embouts en caoutchouc;

- adjonction stérile des vitamines conservées au
réfrigérateur;

- utilisation rapide des milieux, un stockage
limité est réalisé;

- repiquages réalisés stérilement;

- triple filtration de l'air assurant 1l'aération
et le brassage des cultures,

- accés dans la salle d'algue limité aux seules
personnes assurant l'entretien de celle-cij;

- propreté des mains du manipulateur.

Avant leur utilisation, des prélévements
algaux sont effectués pour observer sous lame creuse une

éventuelle contamination (protozoa{res, infusoires), la
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monospécificité des souches, 1 'activité pour les algues
mobiles, la taille des cellules. Lors de l'utilisation,

les prélévements sont effectués par simple siphonage. Apreés
un prélevement adéquat, le tube extérieur est "isolé" du
ballon par une pince, vidé de son contenu algal, rempli

d'alcool et fermé par un coton stérile.

1.3.3.1. ETUDE DE LA CROISSANCE ALGALE,

Afin de standardiser la production
phytoplanctonique en ballon de 6 litres, en fonction des
besoins déterminés par les élevages larvaires, une étude
de la croissance algale de ces quatre espéces a été

réalisée.

Ce type d'expérimentation consistait &
mettre en production contrdlée, plusieurs cultures d’une'
méiie espéce jusqu'd l'obtention de la phase de déclin,
correspondant & la sénescence des cellules. Pour &tre conduit
rigoureusement, ce type de travail ne pouvait &tre mené
parallélement avec des élevages larvaires. Aussi une étude
spéeifique a été réaliséde pendant deux mois, en fonction des

paramétres physico-chimiques précédemment décrits.

1.3.3.1.1... MATERIEL ET METHODE.

Six cultures d'lsochaysis galbana, six
cultures de Chcetocernos calcitraens, six cultures de
Platymonas suecica et trois cultures de Pavlovae flulheni

ont été suivies. La concentration algale a été contrdlée
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quotidiennement, ou tous-les 2 jours au compteur de
particules, ou a la cellule de Mallasez. Au moment des
prélévements et afin d'homogénéiser au mieux les
populations, les. cultures ont été vigoureusement

brassées.

L'utilisation du compteur de particules
pour l'étude de la croissance algale présente un intérét
certain lorsque celui-ci est couplé avec un diluteur
automatique ainsi qu'un correcteur de coincidence. Le
diluteur automatique permet d'obtenir trés rapidement
et d'une fagon fiable et reproductible, des dilutions au
1/100&me et 1/500&me. Le correcteur universel de
coincidence a pour propriété de corriger automatiquement
pendaﬁt le comptage, les pertes de particules, duss au
passage en coincidence de celles-ci, au travers de l'orifice,

Sur un compteur de particules, non muni de ce
dispositif, le facteur de correction "p" doit &tre calculé

a4 partir de la formule suivante :

2
p = 235 (-7%5-) % —2%9—

ou D présente le diamétre de l'orifice exprimé en microns
et V 1le volume de particules. Ce facteur "p" permet de
calculer le nombre de particules n" & ajouter au comptage

lu sur l'écran du compteur de particules.

s B
2" = p (500

ol 0 représente le comptage moyen des particules.
L'utilisation du compteur de particules

pour la détermination de la concetration d'algues

monocellulaires a été décrite (Leroux, 1975). Il faut
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cependanf souligner gque, pour une étude fiable de la
concentration cellulaire, la culture a

mesurer doit &tre parfaitement homogene. Ceci est
obtenu avec des algues unicellulaires de faible poids,
non ou peu mobiles, ne s'agrégeant pas entre elles,
aux parois du bécher ou de Jfacuvette.. Nous avons obtenu
des résultats fiables et reproductibles avec Pavflova
buthenii, Isochrysis gallana, Chaelocernos caleitrans,
Le contrdle de la croissance de Platymonas suecica

au compteur de particules a été abandonné (la colonne
d'analyse est rarement homogéne) et est effectué a la
cellule de Mallaseaz.

Quelle que soit la technique employée,
la concentration algale est établie sur la moyenne de

4 comptages.

Pouvreau (1977) décrit le schéma type de la
croissance algale et précise les différents paramétres

intervenant a chacune des phases.

Outre 1l'étude de la vitesse de croissance,
la durée des phases exponentielles et stationnaires
et la duréde de maintien de cette derniére, ont été
déterminées pour chaque algue. Les souches ont été suivies
sur une période de 40 a 50 jours et les courbes de
croissance moyenne et maxima ont été Stablies. La courbe
de croissance moyenne a été représentée a partir des
veleurs moyennes des différentes souches aux différentes
dates. Les valeurs correspondant a la culture qui a poussé

le mieux ont permis 1'établissement de la croissance

maximum.,
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1.3.3.1.2. RESULTATS,

ISOCHRYSIS GALBANA,

permet de

permet de

La croissance moyenne (Tableau II, figure 3)

dégager

- une phase d'adaptation bréve (2 jours);

- une phase exponentielle d'une durée de 11
jours. La concentration algale passe de
1,60 X 10° ¢/ml & 1,60 X 107 ¢/ul, soit un
facteur multiplicatif de 10,

- une phase stationnaire tres importante
(36 jours);

- la phase de déclin n'est pas atteinte au
bout de 49 jours de croissance.

Sa croissance maximum (Tableau III, figure 3)

dégager :

- une phase d'adaptation breve (3 jours);

- une phase exponentielle d'une durée de 11
jours;

- la phase stationnaire ne peut &tre déterminde
avec précision, cette souche ayant été détruite
accidentellement; celle-ci dure au moins 7
Jjours;

- la phase de déclin n'est pas atteinte au bout

de 21 jours de croissance.
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TEMPS NOMBRE DE CELLULES PAR MILLILITRE
SgURS ISOCHRYSIS GALBANA CHAETOCEROS CALCITRANS PSEUDOMONAS SUECICA : PAVLOVA LUTHERI
0 --- 1,00 x 10° p— oz
1 1,20 x 10° - 2,70 x 10° 1,00 x 10°
2 1,60 x 109 3,50 x 10° 3,00 x 10° s
3 . 2,80 x 108 — 3,10 x 10° -
8 4,70 x 10° 1,00 x 107 4,30 x 10° 5,00 x 10°
5 6,60 x 10° - i -
5 8,20 x 10° 1,50 x 107 o 6,20 x 10°
7 1,00 x 107 s 9,60 x 10° s
8 1,12 x 107 1,70 x 107 - 8,50 x 10°
9 i it 1,30 x 10° -
10 — P -—— ———
11 1,42 x 107 2,00 x 107 1,65 x 10° 1.05 x 107
12 - e 1,88 x 10° %
13 1,60 x 107 2,00 x 107 2,00 x 10° 1,30 x 107
14 _ iy 2,30 x 10° .
15 1,65 x 107 2,10 x 107 . 1,35 x 107
16 dem s 2,60 x 108 -
17 - - - i
18 1,75 x 107 2,20 x 107 s 1,26 x 107
19 - - 2,50 x 108 .
20 1,75 x 107 2,40 x 107 s
21 . s 2,70 x 10° 1,00 x 107
22 1,80 x 107 2,20 x 107 - -
23 - -~ 2,50 x 10 s
24 5 . i s
25 1,85 x 107 2,30 x 107 2,70 x 10° -
-26 - . i v
27 2,05 x 107 2,40 x 107 . s
28 - .- 3,00 x 10 -
29 1,70 x 107 2,50 x 107 . i
30 i - 2,50 x 10° -
3 —- i g -
32 1,85 x 107 2,50 x 107 2,77 x 10° i
13 —- dsc o i
34 2,00 x 107 2.50 x 107 - o
35 . - 2,60 x 10° s
3% 2,20 x 107 2,20 x 107 s -
37 iz - 2,60 x 10° wcia
38 - 1,80 x 107 i o
39 2,20 x 107 - 2,60 x 10 e
40 — e e R
a1 2,20 x 107 == s i
a2 - 1,80 x 10 - -
43 2,20 x 107 s . -
4 —— . - =
e — - g -
46 2,30 x 107 i .
47 e - - -
@ —- - - —
49 2,30 x 107
TABLEAU IT: CROISSANCE MOYENNE EXPRINEE EN CELLULES PAR MILLILITRE

OBSERVEE CHEZ QUATRE ALGUES MONOCELLULAIRES DE CULTURE.



TEMPS NOMBRE DE CELLULES HILLILITRE
ggURS ISOCHRYSIS GALBANA CHAETOCEROS CALCITRANS PSEUDOMONAS SUECICA
0 - 1,10 x 10° o
1 1,00 x 10° 2,30 x 10° =,
2 1,90 x 10° 4,60 x 10° 2,50 x 10°
3 2,60 x 10° 9,00 x 10° .
4 5,60 x 10° 1,40 x 10’ 6,10 x 10°
5 7,30 x 108 1,70 x 107 i
6 8,50 x 10° 1,90 x 107 1,10 x 10°
7 1,00 x 107 -~ g
8 1,20 x 107 2,10 x 107 1,30 x 108
9 1,30 x 107 2,20 x 107 2,00 x 10
10 1,45 x 107 2,45 x 107 g
T 1,70 x 107 2,70 x 107 2,80 x 10°
12 1,80 x 107 - .
13 1,90 x 10 - 2,70 x 10°
14 2,00 x 107 2,80 x 107 -
15 2,00 x 107 s 2,80 x 10°
16 - 2,10 x 107 2,80 x 107 2,80 x 108
17 2,10 x 107 - =
18 2,10 x 107 2,75 x 107 3,70 x 10°
19 - i o
20 _— - 3,70 x 108
21 2,10 x 107 2,80 x 107 i
22 - - 3,50 x 10°
23 a 2,75 x 10 -
24 —-—— e o i
25 - 2,80 x 107 4,20 x 10¢
26 i -
27 . s 4,20 x 10°
28 —- 2,90 x 107 s
29 ses e 3,22 x 10°
30 -, 2,93 x 107 o
3 o - 3,70 x 108
32 - 2,90 x 107 o
13 s s s
34 e - 3,90 x 10°
35 e 3,05 x 107 o
%6 s i 4,80 x 10°
37 - 2,90 x 107 e
8 s
19 A 2,90 x 107 -
40 - = -
a1 . -
a2 i 2,46 x 107 -
43 E— ’ — —
4 o 2,20 x 107 s
45 ——- - e
a6 i 2,20 x 107 s
a7 s
48 =
49 2,20 x 107 g
50 e
51 _— 1,70 x 107 -

TABLEAU III :CROISSANCE MAKI.MUM EXPRIMEE EN CEI_LULES PAR MILLILITRE
OBSERVEE CHEZ TIRO1S ALGUES MONOCELLULAIRES DE CULTURE.

35.



NOMBRE DE CELLULES PAR
MILLILITRE Xx 1068,

o

0

0 .

0

0

-

o ! I T '0 1 >

o 10 20 _ < Ya) 4 50

TEMPS EN JOURS.

FIG 3: croissances moyenna —— 8t maximum -.-....de

Isochrisis galbana .



27 -

La comparaison des 2 courbes permet d'établir :

- une phase d'adaptation breéve, les fortes
concentrations des inoculums de départ
expliquent ce phénomeéne (Leroux, 1975);

- une phase exponentielle d'une méme durée

(11 jours).

Le facteur multiplicatif dans le cas de la
croissance maximum est inférieur (rapport de: 8) & celui de la
croissance moyenne (rapport de 10). En réalité, ce phénoméne
est masqué par le fait que la phase d'adaptation de la
croissance maximum n'est pas trés évidente. Ainsi, du
ler jour ol on peut considérer que les souches ont les mémes
concentrations cellulaires, jusqu'au 15éme jour, ol sont
atteintes dans les deux cas les valeurs plateaux, ce
facteur multiplicatif est de 20 pour la croissance

maximum et simplement de 12 en ce qui concerne la croissance

moyenne,

Les crolssances sont similaires pendant les

sept premiers jours, les pentes des courbes se différencient

ultérieurement.

CHAETOCEROS CALCITRANS,

Sa croissance moyenne {Tableau II, figure 4)

permet de dégager

- pas de phase d'adaptation;
- une phase exponentielle d'une durée de 11

.

jours. La concentration cellulaire passe de
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1,00 x 10° ¢/m1 & 2,00 X 107 ¢/ml
soit un rapport multiplicatif de 20,

- une phase stationnaire importante d'une
durée de 23 jours,

- une phase de déclin a pente assez raide dans

un premier temps, nulle dans un deuxieéme.

Sa croissance maximum (Tableau III, figure

L) permet de dégager

- Uune absence de phase d"adaptation ;
- une phase exponentielle & pente raide d'une

durée de 11 jours. La concentration cellulaire
passe de : 1,10 X 10° ¢/ml & 2,70 X 107 #/nl
soit un facteur multiplicatif de 25;

- une phase stationnaire importante d'une durée
de 28 jours;

- une brusque phase de déclin qui peut se décomposer
comme suit : pente assesz raide dans un premier
temps, nulle, puis de nouveau assez raide.

Cette derniére est paralléele a la premieére

pente.

La comparaison des 2 courbes permet
d'établir :

- une absence de phase d'adaptation ; 1a aussi, les
fortes concentrations des inoculums peuvent
expliquer ce phénomeéne ;

- une phase exponentielle d'une durée de 11
jours;

- les croissances se différencient dées le ler
jour contrairement & celles observées chez

Isochaysis gallana;
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- une phase stationnaire importante et plus longue
dans le cas de la croissance maximum;

- une phase de déclin apparaissaﬁt tardivement
(34éme et 39&me jour respectivement) qui se
caractérise en son début par une chute en

escalier.

PLATYMONAS SUECICA.

Sa croissancé;moyenne (Tableau II, figure 5)

permet de dégager :

- une phase d'adaptation bien marquée de 3 jours
la pente de croissance étant presque nulle;

- une phase exponentielle d'une durée de 13 jours.
La concentration cellulaire passe de
B X 107 ¢/ml & 2,60 X 10° ¢/ml soit un rapport
multiplicatif de 9;

- une phase stationnaire, en dent de scie, d'une durée
de 23 jours;

- la phase de déclin n'est pas atteinte au bout de

39 jours de croissance.

Sa croissance maximum (Tableau III, figure

5) est beaucoup plus délicate & interpréter,

Les mesures n'ayant été effectudes qu'au
2éme et 4&me jour, aucune exploitation ne peut 8tre
réalisée en ce qui concerne la phase d'adaptation. On
peut estimer la durée de croissance exponentielle a

11 jours maximum.
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Il en est de méme en ce qui concerne
son rapport multiplicatif de croissance. Il peut
cependant 8tre estimé & 11, la concentration cellulaire

passant de :
5 5 6 u/
2,50 X 10”7 ¢/ml & 2,80 X 10" ¢/ml.

D'autre part, la phase stationnaire est
difficile & situer. En effet, dé&s le 11éme jour, on note
un premier palier d'une durée de 5 jours, puis une
croissance importénte démarrant au 16éme jour suivie
d'un deuxiéme pelier d'une durée de 4 jours. Enfin, une
croissance démarrant au 22&me jour suivie d'un troisiéme

calier d'une durée de 2 jours.
Par la suite, on assiste & une décroissance
suivie d'une reprise de croissance importante. La phase

de déclin n'apparalt pas ‘au bout de 36 jours de croissance.

La comparaison des 2 courbes permet de

Q.
D~

gager :

- une phase exponentielle d'une durée similaire
(11 et 13 jours),

- une phase stationnaire d'une durée importante
de 23 jours minimum. Celle-ci a un. aspect
en dent de scie. Pour expliquer ce phénoméne,
les techniques de comptage de la concetration
cellulaire ne peuvent &tre mises en cause.
Comme précédemment mentionné, Plaiymonas
sueéice a une forte tendance & sédimenter
et a s'accrocher aux parois. Ainsi, pour

homogénéiser les cultures, le brassage doit
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étre important et l'agitation doit &tre faite
d'une fagon identique, répétitive. Or, ceci
n'est réalisé que trés rarement. Les
propriétés physiques de cette algue expliquent,

4 notre avis, ces fluctuations.

PAVLIOVA LUTHER]I ,

Cette algue n'étant pas employée de fagon
routiniére pour la nutrition larvaire, seule la croissance
moyenne & partir d'un nombre moins important de cultures

a été analysée,

La figure 6, ainsi que les données regroupées

dans le tableau II permettent de dégager :

- une phase exponentielle d'une durée maximunm
de 13 jours. L& aussi, les mesures n'ayant été
effectuées qu'au ler et 4eéme jour, aucune
exploitation ne peut &tre réalisée en ce
qui concerne la phase stationnaire et de ce
fait, aucune précision ne peut &tre apportée
en ce qui concerne la durée exacte de la
croissance exponentielle. Il en est de méme
pour le rapport multiplicatif de croissance
cellulaire;

- une phase stationnaire tres breve d'une durée de
5 jours,

- une phase de déclin apparaissant aprés 18

jours de culture.
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1.3.3.2, SYSTEME D'UTILISATION DES CULTURES.

Pour mettre au point celui-~ci, seules les
croissances d'lsochrysis gallana, Chaetocernos calcilrans
et Platymonas suecice ont été prises en compte. Prieur
et Leroux (1975), ont montré que la teneur en bactéries,
chez quatre souches d'algues unicellulaires, augmente
avec 1'8ge de la culture. Si son niveau. bactérien
devient trop élevé, la culture devient toxique pour les
larves de bivalves (Calabrese et Davis, 1970).
L'itilisation des souches 4gées n'est donc pas recommandée,
Si le broutage larvaire est stimulé par des cultures jeunes
(Wilson, 1979), il faut cependant limiter 1'apport de sels
nutritifs dans les élevages. Pour ce faire, plus les
souches sont concentrées, pluis cet apport diminue. Le
schéma adopté repose sur un compromis entre ces deux

observations.

Les souches sont ainsi utilisées, apreés
10 - 11 jours de croissance dans les ballons, c‘est‘é dire
pour les trois algues considérées en fin de phase
exponentielle. L'utilisation d'une méme souche dure 3 & 4
jours, ce qui correspond au début de sa phase stationnaire.
Les ensemencements se font deux fois par semaine, le
lundi et le jeudi. Quelles que soient les concentrations
atteintes, sauf trés mauvaise croissance ou contamination,
ltutilisation de l'ensemble des cultures suit au calendrier

déterminé, schématisé dans la figure 7.

Deux cultures d'lsochrysis galbana, 2 cultures
de Chaetoceros calcitrans, et 1 & 2 cultures de Platymonaes
suecica sont mises en production et 25 & 30 litres hebdomadaires

de phytoplancton sont ainsi obtenus.
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En se plagant ians des conditions optimum
d'utilisation des cultures, nutrition de 30 élevages
larvaires de 2 litres (molysmologie) et en considérant que
1'apport nutritionnel est de 100 ¢/pl d'élevage pour une
conceniration algale moyenne de 1,5 X 107 ¢/ml, la

demande phytoplanctonique hebdomadaire est égale i :

3
Vyx Vgx N x T = 100 x 107 . 5.000 % 30 % 7 = 2.800 wl
15x1o6

nombre de ¢ par ml d'élevage

VA i nombre de ¢ par ml de culture

VE = volume des élevages en millilitre
N = nombre d' élevages

T = temps

Entre la production phytoplanctonique et
la demande optimum, il existe donc un rapport moyen de
10, Au premier abord, il semblerait donc raisonnable
de diminuer la production en ensemencant des cultures
gu'une fois par semaine, Ce systeéme est maintenu pour

deux raisons :

- possibilité d'augmenter les volumes d'élevages;
- possibilité de modifications du schéma

d'utilisation des souches,
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L'utilisation de la souche initiale (Si)
peut &tre poursuivie si la (ou les) souche(s) de
remplacement (S R1 - S R2) sont inutilisables pour les
élevages (contamination bactérienne ou mauvaise croissance).

T, 81 T14
Jeudi Lundi
Schéma 1 S R1 inutilisable
i Si
L Ty
Lundi Jeudi
Schéma 2 S R2 inutilisable
T17 Si T22
Jeudi . Mardi

Ainsi, si l'on considére le schéma 2,
une méme souche peut &tre apportée aux élevages larvaires
pendant 12 jours, durée moyenne des expériences, L'algue, en fin
d'utilisation, est &dgée de 22 & 23 jours. Elle se trouve
toujours dans sa phase stationnaire et loin de sa phase
de déclin. Le schéma 1 a été appliqué quelquefois, le

schéma 2 trés rarement.
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1.3.3.3. REMARQUES.

La méthode en continu a été utilisée mais
seulement & titre expérimental et de ce fait n'a
jamais été standardisée. Ce type de technique a permis
de constater queé Platymonas suecica est aisée a
cultiver, qu'lsochrysis galbana et Pavilova Luitheni
sont plus fragiles mais peuvent &tre produites en
continu. Enfin Chaetoceros calcitrans est délicate a
maintenir ce qui rejoint les résultats avancés par d'autres

auteurs (Laing, Flassch, communications personnelles).

Rappelons que l'eau utilisée pour la
préparation des milieux de croissance algale est celle
du bassin d'Arcachon qui est renouvellée une fois par

mois en moyenne.

Tout au long des expérimentations
aucun blocage de croissance des cultures d'algues

destinées & la nutrition larvaire n'a été observé.

1.3.4. APPLICATION DU SYSTEME A LA MATURATION DES
GENITEURS.

1.3.4.1. MATERIEL ET METHODE.

Cette production de masse a été assurée,
‘dans un premier temps, par une production en bloom dans
des ballons de 5 a 10 litres. L'ensemencement se
faisait tous les jours, les algues utilisées étant
Pavlova Cutherl et Platymonas suecica., Le travail de
routine étant trop important, cette technique a é&té

abandonnée,
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Des essais de blooming dans des cuves
rectangulaires ouvertes, de 40 & 60 litres, ayant été
négatifs, le systéme clos apparalssait étre le seul
fiable dans le contexte de nos installations.

Pour ce faire, des cubiteners plastiques
a usage alimentaire d'un volume unitaire de 33 litres
ont été adoptés. Ils présentent les avantages suivants :

- taille adéquate a la salle d'algue
- peu onéreux
- solides, maniables, faciles d'entretien.

Avant utilisation, chaque cubitener est abondamment rincé
4 1l'eau bouillante. L'eau de mer simplement filtrée sur
cartouche est enrichie de sels minéraux et de vitamines
dont l'adjonction s'effectue non stérilement.

Le cubitener est fermé par un bouchon
de coton cardé i travers lequel passe 2 tubes d'aération.
L'air n'est pas épuré sur coton stérile & son arrivée

dans le cubitener.

Platymonas suecica est utilisée pour

assurer cette production.

La culture est utilisée aprés une semaine
de croissance. Sa concentration cellulaire moyenne est
de 9 x 107 ¢/ml, Un apport hebdomadaire de 90 litres de
phytoplancton est obtenu par l'ensemencement d'un
cubitener tous les 2 jours. 1 seule culture maintenue

en seli-continu sert d'inoculum.
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Nous entendrons par E1 le jour d'ensemencement
du premier cubitener, par E3 et E5, les jours d'ensemencement

des deuxiéme et troisiéme cubiteners.

Aprés une croissance de 10 jours en
ballon de 6 litres, 1,5 litre d'une culture de Platymonas
suecica a4 la concentration moyenne de 1,5 x 10~ ¢/ml
est ensemencé & E1., 1 litre de milieu est alors rajouté
dans la culture en. ballon. Cette derniére sert
d'ensemencement & un deuxiéme cubitener, 2 jours apres,
a B3, 1 litre de milieu est de nouveau rajouté. 2 jours
aprés, a E5, le méme protocole est appliqué. L'utilisation
des cultures suit un calendrier déterminé, schématisé
dans le figure 8. Puis un nouvel inoculum prend le
relais. 81 ce dernier présente une mauvaise croissance, la
chaine de production peut &tre maintenue une semaine
supplémentaire., En effet, une méme culture en ballon de
6 litres permet d'ensemencer par cette technique 8

cubiteners.

La croissance de Pavlova {luther! dans
ces volumes ne s'étant pas révelée trés satisfaisante,
Skeletonema costatum a été mise en production. La
taille de la salle d'algues ne permettant pas
l'installation de nouveaux dispositifs des essais ont
été réalisés a proximité de l'unité de conditionnement,

Deux tubes néons (1,20 m - 40 W et
1,60 m - 60 W) ont assuré l'éclairement maintenu en
permanence, Des réflecteurs ont également été disposés.
Quatre & six bulleurs aquaricphiles ont assuré l'aération
et le brassage des cultures. La salinité n'a pas été
corrigée et la température due & l'absence de climatisation

était la température ambiante. Des sacs de polyéthyléne
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transparent d'une capacité de 40 & 120 litres ont été
utilisés., Ceux-ci ont été simplement suspendus pour les
volumes inférieurs & 60 litres ou maintenus dans une

gaine de grillage reposant sur un socle de béton.

Des blooms satisfaisants, mais non
réguliers, ont été obtenus au bout de 7 jours en moyenne,
malgré ces conditions scmmaires, de température
particuliérement. La croissance était contrbdlée & la
cellule de Mallasez. SkeleZonema cositatum n'a donc pu
8tre utilisée de facon rationnelle., Elle assurait
cependant un complément de nourriture non négligeable.

1 -3-'4—-2’0 REMARQUES.

Si 1l'unité de production de masse de
Platymonas suecica est bien adaptée & la salle d'algues,
il n'est pas prudent d'assurer les deux types de
production phytoplanctonique dans un méme local, Il
n'est pas rare, en effet, d'observer des protozoaires

et infusoirs dans les algues destinées aux géniteurs.

= 1 Bien que des précautions soient prises,
cette unité est un foyer potentiel d'infection pour
1l'ensemble des cultures. I1 apparalt donc indispensable
de séparer matériellement l'unité de production algale
destinée aux larves et celle destinée aux géniteurs.
La aussi l'eau du bassin a été utilisée pour préparer
les milieux de croissance algale. Tout au long des
expérimentations aucun blocage de croissance des cultures

d'algues destinées aux géniteurs n'a été observé,
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1.4, L'UNITE D'ELEVAGE LARVAIRE.

1.4.1. MATERIEL,

Le traitement de l'eau utilisée pour
les élevages larvaires est identique & celui appliqué
& la préparation des milieux de croissance algale pour
la nutrition des véligéres - 1.3.2.1. -. La salinité est

abaissée pour les seules expériences de molysmologie.

Ce type de filtration permet d'éliminer
le zooplancton, les débris de phytoplancton et les
bactéries (Lucas, 1975)..D'autre part, Prieur et
Carval (1979) ont montré que la filtration ne modifiait
en rien les paramétres physico-chimiques de l'eau de

mer.

Aussi aucun traitement plus poussé de
l'eau de mer n'est effectué - passage aux U.V.,

stérilisation, pasteurisation-.

Les élevages larvaires sont principalement
conduits dans des bocaux fermés, transparents, en pyrex
4 usage alimentaire. La température moyenne d'élevage
est obtenue en disposant les bocaux dans des enceintes
fermées préalablement nettoyées et stérilées. Les

élevages sont ainsi isolés du milieu extérieur.

Celles-ci sont constituédes d'une étuve
préréglée munie de thermométres externe et interne

dont la température est contrdlée par un thermostat.
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Un réfrigérateur muni d'un systéme inverseur de type
incutrol possédant les mémes caractéristiques que
précédemment décrites joue le rdle d'étuve. Ce

systéme est fiable, car aucun déréglement de la température
n'a été observé, La température de la salle est

maintenue lors des pontes et des changements d'eau
d'élevage a la température de 20°C f10g par un

chauffage électrique thermostaté ou par un climatiseur.

1.4.2. PONTES ET FECONDATIONS.

Préalablement a la stimulation, les
géniteurs prélevés dans l'unité de maturation sont
nettoyés & l'eau du robinet. Nous n'avons en aucun cas
utilisé de 1l'eau ozonée (Lucas et al., 1976), ni de
solution d'hypochlorite de sodium & 5ppm (Pouvreau,
1977).

Une douzaine d'individus sont placés dans des
bacs en matiéere plastique, préalablement nettoyés et
ébouillantés, contenant de l'eau de mer filtrée,
maintenue 4 la température de 28°C I qeg par une
résistance de type aquariophile. Au bout de 30 minutes,
les géniteurs sont transférés dans un deuxiéme bac & la

+

température de 15°C - 1°C, obtenue et maintenue par des

pains de glace. 30 minutes plus tard, les hultres sont
de nouveau remises & la température de 28°C % qeq.

Ce choc est alors complété par l'adjonction de produits
sexuels issus de géniteurs préalablement sacrifiés et

appartenant généralement au méme stock.
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Cette double stimulation se poursuit
jusqu'a l'émission des gametes. Le temps de réponse
de vingt mollusques bivalves & la stimulation thermique
a été estimé par Lucas et al. (1976). Selon ces
auteurs, il est de 1 & 5 heures pour Crassosirea gigas,
Celui-ci a été généralement de l'ordre de 2 & 3 heures, les
midles émettant leurs produits les premiers. Le
comportement des géniteurs, en début de stimulation
(environ 1/2 heure)permet d'évaluer ce temps de réponse.
Au deld de 5 heures, si aucune émission n'est observée,
le lot est sacrifié et l'expérience est arrétée. En
aucun cas, la méthode de scarification ou "stripping"
n'est utilisée. Des taux importants d'anomalies et de
mortalités larvaires sont fréquemment observés selon
certains auteurs (Aquacop, 1977; Wilson, 1981) lorsque

cette technique est appliquée.

Dés 1l'émission de produits sexuels,
les géniteurs sont placés individuellement dans des

\

béchers stériles contenant 500 & 1.500 ml d'eau de nmer
filtrée a la température moyenne de 22°C I 100, 4 ce
stade, la difficulté réside dans la concordance des
émissions. En effet, comme précédemment mentionné, les
méles émettent leurs produits en premier et parfois,
bien avant que les femelles ne répondent. Dans ce
dernier cas, les miles émettant leurs gamétes sont
émergés précautionneusement, -un seul individu étant
maintenu dans le bac pour stimuler chimiquement les
femelles. Dés l'émission des premiers ovules, tous

les méles sont immergés individuellement dans des

béchers. Leur réponse est généralement immédiate.

En molysmologie, des oeufs en cours de
fécondation sont soumis i des teneurs croissantes en
toxique et les observations portent entre autres sur les
taux de fécondation. Aussi, afin d'éliminer la présence
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éventuelle d'oeufs fécondés, la femelle en cours
d'émission est préalablement lavée & l'eau de mer
filtrée avant son transfert du bac de fécondation

vers un bécher, Puis la femelle en cours de pente est de
nouveau lavée et transférée dans un deuxiéme bécher,

ol les oeufs émis seront tamisés et éventuellement

utilisés aprés examen.

Des prélévements sont effectués a la
pipette Pasteur. La forme des ovules et l'activité
des spermatozoides sont contrdlées sous microscope
afin de sélectionner le couple parental. Quand un
nombre suffisant de gamétes est obtenu, les oeufs
sont passés sur un double jeu de tamis : les féces,
psetudofécés et débris sont retenus sur une maille de
100 pm tandis que les ovules sont collectés sur
maillage de 29 pm ou 32 pm. Ap?és avoir été rincés
avec de l'eau de mer frafchement filtrée, les oeufs
sont mis en suspension dans une éprouvette de 1 1 et
homogénéisés & l'aide d'un disque ajouré de diamétre

légerement inférieur a2 celui de 1l'éprouvette.

Pour faciliter les comptages, une
dilution est réalisée, Une proportion a ml de
1'éprouvette de 1 litre est transvaséde dans une
éprouvette graduée de volume b, généralement 250 ou
500 ml. Aprés homogénéisation, quatre prélévements
de 0,1 ml sont effectués & l'aide d'une pipette
automatique Eppendorf et déposés sur lames creuses
stériles. Les comptages sont réalisés sous microscope
et le nombre d'oeufs émis est obtenu var la formule

suivante :
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- 4 b
NT = M. 10 o
ol M = moyenne des comptages
b = volume de dilution
a = volume dilué

Les oeufs, en suspension dans 1l'éprouvette
de 1 litre, sont de nouveau homogénéisés et répartis
dans les bocaux a raison de 30.000 par litre. Le
volume de la solution en ml & ajouter est calculé &

partir de la formule suivante :

4 3 . a2 3
vy = 29.000 4 459 - 2 x107. a. 107 = S s 19
m. b.

Nop 104, m. b

Les produits génitaux méles sont passés
4 travers un tamis de 32 Fm‘et récupérés dans un bécher,
1,5 m1/1 d'élevage d'une solution dense de sperme sont
ajoutés pour réaliser les fécondations qui se déroulent
a4 la température ambiante de 20°C ¥ 100, D&s 1'obtention
d'un nombre suffisant de gamétes, l'ensemble des
manipulations, tamisage, homogénéisation, comptage,
répartition et fécondation, dure en moyenne 15 minutes
mais est réalisé avec précaution. En effet, selon Lucas et
al. (1976), ce type de manipulation n'est pas sans
danger pour les ovocytes quand il est mené trop-
brutalement., D'autre part, si la fécondation n'est
effectuée qu'au bout de 60 & 90 minutes aprés l'émission
des gamétes, le taux de larves D, obtenu en 24 heures,
diminue fortement (Helm et Millican, 1977). Les élevages
sont placés en étuve & la température de 24°C . 1046,

30 & 60 minutes apres l'adjonction du sperme (photo 5).
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1.4.3. TECHNIQUES D'ELEVAGE LARVAIRE.

Les larves D sont formées 2, heures aprés

les fécondations a la température de 24°C.

1.4.3.1, DENSITE LARVAIRE ET VOLUME D'ELEVAGE.,

Aprés un certain nombre d'observations
décrites ultérieurement, un comptage larvaire est effectué
et les véligéres sont réparties & raison de 8,000 par
litre. Les élevages sont conduits en double exemplaire
dans des bocaux stériles de 2 litres contenant de l'eau

de mer frafchement filtrée.

l.4.3.2.  RENQUVELLEMENT DE L'EAU DES ELEVAGES,

Le renouvellement de l'eau d'élevage
qui a pour but 1l'élimination des toxines, matiéres
organiques et bactéries est effectué toutes les 24 a
48 heures dans les écloseries commerciales (Lucas, 1980).
Un changement journalier de l'eau des élevages de
Crassostrea gigas affecte la croissance larvaire (Helm
et Millican, 1977).

L'eau des élevages est renouvellée toutes
les 48 heures pour les expériences d'écophysiologie

larvaire.

Au cours des expériences de molysmologie
un changement journalier de l'eau est généralement réalisé
afin d'appréhender plus précisement l'action du toxique sur

les mortalités larvaires.
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1.4e3.3. TEMPERATURE.,

La température de l'eau est un paramétre
limitant la croissance larvaire des mollusques bivalves,
(Loosanoff et al., 1951; Sagara, 1958 b; Davis et
Calabrese, 1964, 1969; Stickney, 1964; Walne, 1965;
Calabrese et Davis, 1970; Dupuy, 1975; Bayne, 1976;
Pruder et al., 1977).

En écloserie, la température des élevages

larvaires est comprise entre 20°C et 28°C (Lucas, 1980).

Pour un déroulement normal de la
reproduction naturelle dans le bassin d'Arcachon, 22°C
est une température satisfaisante (His, 1976).

Les élevages sont conduits & la température
de 24°C correspondant a un compromis entre ces deux

observations.

1.4.3.4, AUTRES FACTEURS PHYSIQUES.

L'influence de la salinité sur la croissance
larvaire de certains mollusques bivalves a été démontrée
(Davis, 1958; Sagara, 1958 b; Davis et Ansell, 1962; Stickney,
1964; Davis et Calabrese, 1964).

Afin de s'approcher au mieux des conditions
naturelles, ce paramétre n'a pas été modifié et la salinité
de l'eau des élevages correspond & celle de l'eau de mer au

moment des prélévements.
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Dans le cadre des seules expériences de
molysmologie, la salinité est ramenée & la valeur de 28%,
qui représente avec la température de 24°C, une bonne
combinaison pour la croissance larvaire de Crass04sZrea
gigas (Helm et Millican, 1977).

Aucune oxygénation n'est apportée, celle-ci
ayant une action néfaste sur les jeunes véligeres de Crass0strea
gigas, en faible volume, par action mécanique (Helm et Spencer,
1992 ) «

L'action du pH de l'eau des élevages sur
le développement larvaire n'est pas priBe en compte
bien qu'elle ait été démontrée chez Crasso0strnea virnginica
(Calabrese 1972). Aucun traitement chimique de l'eau de
mer, & savoir l'adjonction de base ou d'acide, n'est

réalisée pour tenter de fixer celui-ci.

I1 en est de méme pour l'action éwventuelle

du facteur lumiére. Les élevages sont conduits & l'obscurité.

1ehe3.5. L'ALIMENTATION,

L'apport nutritionnel journalier est de 100
cellules par microlitre d'élevage (Walne 1965,
1966). Le pourcentage de pertes, dues aux différentes
manipulations, a été estimée a 25% sur une période de 12
jours. La quantité d'algues disponible par larve est donc
1,33 plus forte en fin d'expérience, compensant ainsi |
l'augmentation des besoins nutritionnels des véligeres
en fonction de 1l'dge. (Rhodes et Lander, 1973).

Une nourriture plurialgale favorise la

croissance larvaire (Davis et Guillard, 1958).
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Dés les premiéres 24 heures et durant la
premiére semaine les élevages regoivent 50 cellules
d'Isochrysis gallbanae et 50 cellules de Chaetocenos
calcitirans par microlitre d'élevage, comme le préconise
Millican et Helm (1973). Lorsque les larves présentent
une taille supérieure & 120 um, le régime
alimentaire est alors complété par l'adjonction de
Platymonas suecice, Celui-ci est alors de 33 cellules
d'Isochrysis gallbana, 33 cellules de Chaetocenos
caleitrans et 3,3 cellules de Platymonas suecica
par microlitre d'élevage. La qualité de la nourriture
varie donc en fonction de 1'8ge des larves comme le

recommande Dupuy (1975).

L'adjonction du phytoplancton est effectuée
stérilement et le calcul des différents volumes algaux
4 apporter aux élevages est réalisé quotidiennement
selon les techniques décrites par Pouvreau (1977). Lors
des non-renouvellements d'eau, nous ne tenons pas compte
de la quantité de nourriture encore disponible dans les

élevages pour déterminer cet apport.

1.4.3.6. PRECAUTIONS BACTERIOLOGIQUES.

Les élevages de larves de bivalves marins
sont fréquemment décimés par des infections bactériennes
(Prieur, 1975). Si l'adjonction d'antibiotique permet
de freiner le bloom bactérien, elle n'immunise pas
totalement les élevages (Guillard, 1959; Tubiash et al.,
1965; Helm et Smith, 1971).

Aucun antibiotique n'est utilisé ; certains

d'entre eux se sont avérés néfastes sur des véligeres de
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Crassostrea gigas (Helm et Millican, 1977). Des
"précautions simples et classigues sont prises et ceci

d'une fagon permanente

- filtration de 1l'eau de mer 3 0,2 pm et
contrdle de sa qualité au compteur de particules;
- changement journalier ou toutes les 48 heures
de l'eau des élevages;
- nettoyage et stérilisation de l'ensemble du
matériel de manipulation;
- distribution de la nourriture réalisée

stérilement,

Elles sont suffisantes pour des élevages effectués en petits
volumes., Aucune mortalité de type bactérien, caractérisée
par la disparition totale du stock larvaire en moins de

24 heures (Lucas, 1970) n'a été observé tout au long des

expérimentations.

le4de4. PROTOCOLES D'ETUDE ET DE MESURE.

Contrairement aux techniques employées
dans les écloseries industrielles ou semi-industrielles,
aucune élimination de larves n'est effectuée par tamisage

sélectif.

Ltétude du comportement des populations dans
leur ensemble est réalisée.Ainsi & chaque renouvellement
d'eau, les larves sont retenues sur un tamis de 40 pm.

Elles sont alors rincées avec de l'eau de mer fralfchement
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filtrée et le tamis les contenant est suspendu sur un

bécher rempli d'eau de mer de telle sorte que les

larves ne soienfrjamais sec, Puis elles sont concentrées

en inclinant et tapotant le tamis. Un prélévement assez
important de la population larvaire est ensuite réalisé a la
pipette pasteur et déposé sur lame creuse. Aprés examen et
prises de clichés photographiques du matériel vivant,

toutes les larves sont remises en élevage.

Les larves de bivalves passent successivement
par les mémes stades morphologiques (Lucas, 1982). Les
laboratoires de recherche appliquée en biologie conchylicole
utilisent une terminologie différente basée a la fois sur la
morphologie générale de la véliconche et sur sa taille, les
examens étant réalisés sur échantillons formolés. Le tableau IV

permet de comparer les deux types de classification larvaire,.

Temps (en Stades. Hauteur| Stades. Hauteur
jours) apreés Appellation| en pm. Appellation en pm.
fécondation biologique conchylicole.
1-6 Véligére Petite 57-105
larve D 57-105
6 Evoluée 105-150
a Véligere Moyenne 150-235
umbonée 105-260
1:8 Grosse 235-260
18-22 Véligere
oeillée 260-280 | Oeillée 260-280
22=-24 Pédiveéli- Larves
gere 280-300 | en fixation 280-300
» 24 Planti- - Naissain ) 300
grade } 300

EVOLUTION LARVAIRE DE
CRASSOSTREA GIGAS A LA
TEMPERATURE DE 24°C.

TABLEAU IV
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La terminologie "évoluée", "moyenne',
"grosse, permettant d'obtenir une meilleure
précision quant & la taille des véligéres, sera
adoptée ci-aprés. Cependant, dans certains cas ol
les 3 catégories sont présentes ensemble, le terme

umboné sera employé.

Vadiaidia Tos EXPERIENCE D'ECOPHYSIOLOGIE.

lebohoel.1. DUREE DES EXPERIENCES.

Les observations antérieures ont montré la
digparition progressive dans le bassin d'Arcachon des
véligéres sans passage au stade "évolué" (His, 1976,
1980). Habituellement, celui-ci se réalisait une

semdine apreées 1l'émission des gamétes dans le milieu.

Une étude spécifique de la croissance
larvaire de Crasso0strea gigas en laboratoire a permis
de constater qu'au 12&me jour d'élevage, les véligéres
étaient toutes umbonédes et la population était

principalement constituée de "moyennes",

Clest pourquoi les élevages ont généralement

été conduits sur une durée de 12 jours.

Le stade pédivéligere et la fixation des
larves ont été obtenus dans certaines expériences mais

ne geront pas exploités dans ce travail,



ledobo1.2, TAUX DE FECONDATION, D'ANOMALIE
ET DE MORTALITE

Le taux de fécondation n'est pas
réguliérement suivi, celui-ci s'étant avéré important
dans les premiéres expérimentations, supérieur ou
égal a 90%.

Le taux de mortalité est obtenu par comptage
d'un échantillon pris au hasard de 200 larves par

élevage,

I1 en est de méme pour le taux d'anomalie.
Les anomalies morphologiques rencontrées ont été
décrites par d'autres auteurs (Brereton et al., 1973,
Le Pennec et Le Roux, 1979; Calabrese et al., 1977).
Les anomalies de comportement étant généralement liées
3 des anomalies morphologiques (Brereton et al., 1973),
celles-ci ne sont pas prises en compte. Afin d'évaluer
rapidement la qualité des élevages, le comportement de
la population larvaire est observé, mais le taux
d'anomalie relevé correspond au seul taux d'anomalie

morphologique.

Les larves ayant subi des dommages
(coquille brisée) ne sont pas intégrées dans le taux
d'anomalie. Celles-ci sont amenées & disparaitre et
entrent donc dans le pourcentage de pertes dues aux

manipulations.

l.4.4.1.3. CROISSANCE ET ANALYSE DEMOGRAPHIQUE.

Les mensurations sont réalisées & 1,5 pm pres

par mesure 4 la loupe binoculaire stéréoscopique sur clichés
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photographiques. Les données sur la taille et la

croissance larvaire sont obtenues par détermination de

la hauteur, corfespondant a la plus grande distance du sommet
de 1'umbo au bord ventral, d'un échantillon de 50

larves par élevage., Ceux-ci étant menés en double

exemplaire, 100 mesures sont effectuées pour

l'exploitation statistique des résultats. Les tailles
moyennes avec intervalle de confiance au seuil de

séecurité de 95% permettent 1'établissement des tableaux

et des courbes de croissance en fonction des

différentes conditions expérimentales.

L'analyse démographique réalisée sur
100 larves permet d'aprés la hauteur individuelle de
regrouper et de classer les véligéres selon 1l'échelle
adoptée en biologie conchylicole présentée antérieurement

(Tableau IV).

lebdoebe2, EXPERIENCES DE MOLYSMOLOGIE.,

Les élevages en milieu contrélé ont
rapidement permis de tester l'influence des polluants
sur le développement embryonnaire et larvaire des
lamellibranches marins (Davis, 1961).

ledeho2.1. LES PRECAUTIONS NECESSAIRES.

Avant de réaliser des études de ce type, une
bonne maftrise des élevages des témoins est nécessaire.
I1 faut en effet placer les ceufs et les larves dans de treés
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bonnes conditions expérimentales (température, salinité,
densité, nutrition) de telle sorte que seul le

polluant soit responsable des phénoménes observés.

I1 est totalement erroné de vouloir tirer des
conclusions judicieuses si les témoins présentent

des taux d'anomalie ou de mortalité élevés. Aussi les
expériences sont elles abandonnées lorsque les taux
d'anomalie ou de mortalité larvaire des témoins

sont supérieurs a 15%.

La tolérance vis & vis des paramétres
température et salinité de larves D de Crass0stnec
vinginicae soumises a4 l'action du chlorure de cuivre
est altérée (Mac Innes et Calabrese, 1979). La
reproduction des paramétres physicochimiques doit

donc étre impérative.

Afin d'éviter une éventuelle contamination .
des autres élevages par le produit testé, un jeu
spécifique de tamis est utilisé et les élevages sont
passés par teneur croissante en toxique, a savoir des
témoins jusqu'a la plus forte concentration en polluant.
Entre chaque élevage, les tamis sont abondemment rincés
& l'eau douce, ébouillantés pendant quelques minutes et
rincés de nouveau & l'eau de mer filtrée. Ceci permet
d'éliminer les larves coincées dans les mailles du
tamis et qui pourraient se retrouver fortuitement dans un

autre élevage, faussant ainsi les observations.

ledodoe2.2, CHOIX DU TOXIQUE ET DE L'ESPECE,

I1 apparalt indispensable de connaltre les
effets des produits utilisés dans les zones conchylicoles
et plus particuliérement dans les zones a vocation de
captage naturel. Jenkins, (1971) retient Mytilus edulis
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et Crass0strea gigas, especes, d'intérét commercial,
sensibles vis & vis des conditions adverses du

milieu., Leur utilisation comme tests biologiques est
donc représentative. Compte tenu de la vocation
ostreicole du bassin d'Arcachon, les observations
portent principalement sur Crassc0sirea gigas. Des
expériences ont été également réalisées sur (Mytilus
galloprovincialis, mais celles-ci ne seront pas étudiées

en détail dans le cadre de ce travail.

l.4e4.2.3. DUREE DES EXPERIENCES ET ECHELLE
DES CONCENTRATIONS EN TOXIQUE,

I1 est rare que les expériences de molysmologie
sur les larves puissent 8tre poursuivies au deld de 10-15
jours sans que les résultats ne perdent toute
signification (Lucas, 1975). Aussi les expériences

n'ont-elles jamais excédé 12 jours.

Une approche du seuil de sensibilité des
peufs en cours de fécondation vis & vis du toxique est
réalisée par une série d'expériences préliminaires.
Elle permet d'établir l'échelle des concentrations en
polluant a tester. Il faut, cependant rester dans des
valeurs compatibles avec celles gui pourraient &tre

rencontrées dans le milieu marin, aussi celles-ci

n'excédent pas 500 pg/l, teneur trés élevée.

lebdebe?.4. TRAITEMENT DES OEUFS ET DES LARVES.

Plusieurs auteurs admettent que, dans la
majorité des cas, le seuil de sensibilité le plus bas
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_vis-é-vis d'un toxique se situe au niveau du développement
embryonnaire (Brown et Ahsanullah, 1971; Bryan, 1971;
Granmo, 1972; Brereton et al., 1973; Calabrese et al.,
1973; Calabrese et Nelson, 1974; Man Innes et Calabrese,

1979).

Les fécondations sont réalisées en présence du
produit testé et son influence sur les développements

embryonnaire et larvaire est analysée.

Afin d'étudier le devenir d'un stock
larvaire formé en milieu indemme de toxigue qui serait
brusquement soumis & une pollution, des véligeéres de
24 heures sont exposées & l'action de ce m8me composé,
Un nombre suffisant de larves D de 24 heures est obtenu
en plagant les oeufs fécondés dans des seaux de 5 litres
en matiére plastique préalablement amarinés. Le
traitement des oeufs et des larves est permanent mais,
afin de préciser certaines observations, un traitement
temporaire des gameétes est parfois réalisé. En effet
le développement d'oeufs fécondés peut &tre perturbé
par un bref contact avec un toxique (Le Pennec et Le
Roux, 1979). Le changement journalier de l'eau des
élevages s'accompagne d'un renouvellement des
différentes teneurs en toxique effectué & partir d'une

méme solution meére.

lebhebo2.5. OBSERVATIONS.

Aucun dosage chimique n'est réalisé. La
teneur initale de l'eau de mer, a priori dénuée de

polluant, ainsi que l'éventuelle dégradation ou
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transformation du produit ne sont donc pas prises en

compte.

Les effets tératogénes au niveau du
développement embryonnaire sont analysés 24 & 48 heures
aprés fécondation sous microscope photonigue. Les
observations portent sur le pourcentage d'oeufs fécondés,
d'oeufs segmentés, de trochophores et de larves D. Il
est délicat de noter la présence de la membrane de
fécondation au simple microscope photonique, aussi ta
forme des oeufs constitue un critére intéressant et
a été retenu. Des ovules milirs et non fécondés de
Crass0btnea gligasd présentent une forme ovoide, en gourde,
rarement sphérique. Par contre, les ovules fécondés sont

sphériques et réguliers.

Les anomalies sont observées au sitade btrochophores
ot 1la forme caractéristique de l'embryon est prise en compte
pour évaluer ce taux, ainsi qu'au stade véligére ol
elles sont définies comme précédemment (1.4.4.1.2.).

I1 en est de méme pour le taux de mortalité
larvaire. En aucun cas le T.L. 100 ou le T.L. 50 ne
sont déterminés car ils ne permettent pas d’apprécier
la qualité des élevages témoins. D'autre part, ces indices
toxicologiques sont établis & partir d'expériences
d'une durée de 48 heures, Or les produits que nous
avons testés ont des effets létaux importants dépassé

ce délais.

Les observations et l'exploitation statistique
des données de taille et de croissance ginsi que l'analyse
démographique des populations larvaires sont identiques

3 celles précédemment décrites (1.4.4.1.3.). Ces
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données sont importantes car un frein de la croissance
larvaire est souvent observé & de faibles
coneentrations en toxique qui n'ont, & ces valeurs peu

d'effet sur le développement embryonnaire (Calabrese et
Davis, 1970).

Lorsque la mortalité atteint 50% de 1'élevage,

1'étude de la croissance est suspendue.
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CHAPITRE kI

ACTION DE CERTAINS COMPOSES ANTISALISSURES SUR
LA FECONDATION ET LA VIE LARVAIRE DE
CRASSOSTREA GIGAS,

Le bassin d'Arcachon ne posséde qu'une
seule communication avec 1'Océan. Malgré 1l'importance
des masses d'eau en mouvement, le renocuvellement de
celles-ci se fait plus ou moins aisément dans les
différentes parties du bassin. Les conditions
hydrographiques particulieéres de celui-ci font qu'un
apport de polluants représente un danger pour cette

zone conchylicole.

La sylviculture et la maissiculture
constituent l'essentiel des activités agricoles
ceinturant le bassin d'Arcachon. Des composés
organostanniques dus & leurs propriétés antifongiques

sont utilisés pour le traitement du bois.

L'activité nautique, et tout particulieérement
la plaisance s'est fortement développée ces derniéres
années sur le bassin d'Arcachon s'accompagnant
corrélativement d'une forte utilisation de peintures

antisalissures & base d'étain.

"On appelle salissures toutes ces
fixations qui, outre les algues, comprennent des mollusques
(moules, huftres), des cirripedes, des tubes calcaires

d'annélides, des bryozoaires, des ascidies. Ces



T4

organismes, si l'on ne s'en protége pas, envahissent
rapidement les oeuvres vives des navires. Ils les
hérissent d'aspérités qui ont pour effet une

résistance de frottement accrue. Pour inhiber la fixation
de ces organismes, la méthode la plus usitée consiste

4 utiliser des revétements antisalissures contenant un
ou plusieurs composants toxiques susceptibles de se
dissoudre dans l'eau de mer, de fagon a entretenir,

au niveau des organismes en voie de fixation, une
concentration suffisante du toxique. La mise en

solution du toxique est indispensable et, de ce fait,
les peintures antisalissures sont des revétements
solubles. L'oxyde de cuivre a été le pigment le plus
utilisé & cette fin. Depuis peu, des composés organiques
de 1'étain ont remplacé celui-ci. Pour assurer une
protection efficace des carénes des navires, il est
nécessaire de détruire les larves des organismes au
moment de leur fixation" (Callames, 1976). ‘

L'utilisation des composés organostannigues
dans le bassin d'Arcachon a motivé 1la recherche de
leur seuil de toxicité. L'action de l'acétate de
tributyle étain ou T.B.T. sur les oeufs et les larves D
de Crass0strea gigas et de Mytilus galloprovincialis
a été analysée, mais seuls les résultats obtenus sur
Crassostrea gigas seront développés dans ce travail.

La substitution des composés cuivriques par des composés
organostanniques dans les peintures antisalissures a
conduit & étudier l'influence du chlorure de cuivre sur
les développements embryonnaire et larvaire de

Crassostrea gigas,

Enfin le comportement de populations

larvaires dans de l'eau du port de plaisance du bassin
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d'Arcachon a été analysé afin de vérifier si les anomalies
de la reproduction de 1l'huftre japonaise pouvaient &tre

imputables & l'emploi des peintures antisalissures.

2.1. ACTION DE L'ACETATE DE TRIBUTYLE ETAIN,

L'action des organostanniques a été étudiée
chez certains mammiféres (Smith, 1977) et espéces aquatiques
(Anonyme, 1978 a; Alabaster, 1969; Chliamovitch et Kuhn,
1977) mais a notre connaissance ses effets sur les larves.

de mollusques bivalves n'avaient pas encore été étudiés.

2.1.1. MATERIEL ET METHODE.

L'eau de 1'0Océan utilisée pour la conduite
des élevages a été prélevée & 7 pilles marins de la
presqu'ile du Cap Ferret., La salinité a été ramenée 2
la valeur de 28% par adjonction d'eau distillée. Les
gamétes utilisés provenaient de 3 stocks de géniteurs,
n'intégrant pas celui utilisé pour les expériences
préliminaires, prélevés a Cancale et Quiberon. La
maturation a duré de 3 4 5 semaines. Pour chagque
expérience un seul couple parental a été sélectionné.
Pavlovae {lutheri ou un mélange d'lsochaysis gallaena et
Chaetocenos caleiirans ont été apportées aux élevaces.
Les expériences ont été conduites pendant 12 jours durant
lesquels l'eau des élevages a été changée journaliérement

la premiére semaine, puis tous les 2 jours ultérieurement.

Des solutions méres de 50 mg/l et 20 mg/l ont

été utilisées pour la préparation des différentes
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concentrations comprises entre 0 et 100 Pg/l. Afin
d'accélérer la dissolution de ce produit, nous

avons utilisé de l'acide chlorhydrique & raison de

2 ml/1l. Aucune modification sensible du pH de l'eau
des élevages n'a été observée. Trois expériences ont

été réalisées

- Action d'un traitement permanent & partir
de la fécondation & des concentrations
de O, 1, 3, 5, 10, 25, 50 et 100 pg/l;

- Action d'un traitement permanent & partir
du stade véligére & des concentrations de
O 1s 35 5 10: 2%, 50, et 100 Fg/l;

- Action d'un traitement temporaire a la
concentration de 50 Pg/l;
Afin de préciser la toxicité de l'acétate de
tributyle étain des oeufs et des spermatozoides
fraichement émis ont été placées séparement
pendant une demi-heure dans une solution
ao Pg/l et 50 Pg/l' Apreés traitement, des
ovules ont été fécondés avec une suspension de
sperme non traité.
Des ovules sains ont été fécondés avec une
suspension de sperme traité.
La fécondation de gamétes non traités a permis
l'obtention d'élevage témoin.
Les observations ont été réalisées 3 heures et

18 heures apreés fécondation.



2s1.8s RESULTATS.

2.1.2.1. ACTION D'UN TRAITEMENT PERMANENT DE
T.B.T. A PARTIR DE LA FECONDATION.

T

Vingt quatre heures aprés l'adjonction des

gametes méles, 100% des oeufs ne sont pas fécondés & la

concentration de 100 Pg/l.

A la concentration de 50 Pg/l, 99% des
oeufs ne sont pas segmentés. Seules quelques rares
émissions du ou des globules polaires cont observées.
Le pourcentage d'oeufs segmentés croit progressivement
lorsque la teneur en acétate de tributyle étain diminue
(Tableau V).

Aux doses de 25 et 10 Fg/l, les
différents stades de la segmentation sont observés au
bout de 24 heures -stade 2 & morula- mais, en aucun
cas, le stade trochophore n'est atteint. A ces quatre
concentrations, les élevages sont en décomposifion

48 heures apreés la fécondation.

Aux teneurs de 5 et 3 pg/l, le stade
trochophore est obtenu dés les premiéres 24 heures. Les
embryons sont, aux deux concentrations considérées,
anormaux a 100%? Ces élevages sont constitués d'amas
cellulaires totalement difformes mais mobiles. Au 2¢&me
jour, aucune évolution vers le stade véligere n'est
observée. Les élevages sont 14 aussi en décomposition

dés le 3éme jour.

# photo 6



AGE DES TENEUR EN ACETATE DE TRIBUTYLE ETAIN (Pg/l)
LARVES
DEPUIS
LA
FECONDATICN 0 1 3 b 10 25 50 100
(JOURS)
1 100 100 100 100 80 60 1 0

TABLEAU V : Pourcentage d'oeufs segmentés de Crassostrea gigas soumis i des

concentrations croissantes en acétate de tributyle étain & partir de la
fécondation.

"8L
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A la concentration de 1 pg/l, le stade
véligdre est atteint dés les premidres 24 heures (98%) (photo 7).
La véliconche est cependant incomplétement formée dans
tous les cas. De ce fait, le taux d'anomalie n'a pas
été établi. Au second jour, celui-ci est de 100%.
Outre la concavité du bord dorsal, des échancrures a
la commissures des valves, l'anomalie la plus fréquente
se situe au niveau du vélunm qui est boursouflé,
hypertrophié. Dans de nombreux cas, il présente des
excroissances de type "trompe d'éléphant™ par lesquelles
les véligeéres s'accrochent entre elles. Sur le plan du
comportement, la nage est désordonnée : de tres
nombreuses larves tournent rapidement sur elles-mémes.
A ce jour, la mortalité est cependant faible, 2%.

Comparativement, les élevages témoins
sont constitués de larves D parfaitement normales
dés les premiéres 24 heures (photo 8). Au second jour, les

taux d'anomalie et de mortalité sont de 2 %.

L'action de l'acétate de tributyle étain
sur le développement larvaire ne concerne que les
élevages soumis & la concentration de 1 pg/l. Les
mortalités, faibles au départ, frappent rapidement et
progressivement ces élevages (Tableau VI). Au 6&me

jour, ceux-ci sont totalement décimés.

Dés les premiéres 24 heures, les larves

D traitées ont une taille nettement inférieure,

54,90 X 1,24 pm, & celle des élevages témoins,

61,07 s 0,50 pm. Cependant, la véliconche étant
incomplétement formée, nous ne prendrons en considération

les données de taille qu'ad partir du second jour (Tableau VI).



AGE DES LARVES
s TENEUR EN ACETATE DE TRIBUTYLE ETAIN (pg/1)
FECONDATION
( JOURS) 0 1
1 61,07 ¥. 0,50 "54,90 T 1,24"
(0) (0)
2 71,49 ¥ 0,59 56,19 ¥ 0,77
| (2) (2)
3 75,721 0,70 56.96 * b, 96
(1,5) (5)
4 83,04 ¥ 0,66 56,57 ¥ 0,75 -
(2,5) (11)
5 94,11 % 0,95 57,14 ¥ 0,86
(3) . (25)
6 99,18 ¥ 1,49 -
(6) (100)

TABLEAU VI : Hauteurs moyennes en pm exprimées au seuil de 95% et mortalité larvaire
exprimée en ¥ ( ) de Caasso0sirea gigas exposée & des concentrations
d'acétate de tributyle étain & partir de la fécondation.

‘08
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Ainsi une différence de 15 pm est observée entre les
larves témoins et les véligéres contaminées, Chesz

ces derniéres, aucune croissance significative n'est
observée ultérieurement. Au 5éme jour, cette différence

de taille atteint 37 pm.

2.1.2.2, ACTION D'UN TRAITEMENT PERMANENT DE
T,B,T, A PARTIR DU STADE VELIGERE,

La valeur de 5 Fg/l d'acétate de tributyle
étain représente une limite au dessus de laquelle les
véligéres meurent rapidement. La précocité et l'intensité
des mortalités sont fonction de la concentration en

toxique (Tableau VII).

Pour les concentrations supérieures ou
égales & 25 pg/l, les élevages sont décimés 24 heures apreés

exposition.

Aux valeurs de 10 et 5 Pg/l, les élevages

sont décimés respectivement le Leme et Seme jour,

Aux concentrations inférieures, les
mortalités totales affectent plus tardivement les
élevages : le 7éme jour & 3 pg/l et le 12&me jour a
1 pe/l.

Les anomalies morphologiques sont peu
importantes, si ce n'est & 5 pg/l ol 1l'on observe &
partir du 4éme jour une rétraction de la masse viscérale
qui prend peu & peu l'apparence d'une boule & l'intérieur

des wvalves,



AGE DES LARVES

DEPUIS LA TENEUR EN ACETATE DE TRIBUTYLE ETAIN (pg/1)

FECONDATION :

(JOURS) 0 1 3 5 10 25 50 100
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 1 0,5 0,5 7 40 95 95 100
3 2 0,5 0,5 8 70 *okkok Hokokk Hkkk
4 2,5 0,5 1,5 25 100 Hkkk *hkk ko
5 3 2 17 100 KKK *kkk Fokkk *kkk
6 3 5 70 *kkk *kkk Hokkk KKk Kk Hkokk
8 5 25 *kkk *kkk *kkk *hkk *kkk *hkkk
10 7 65 Kk kkk rkkk - . Kkkk
12 7 100 *kkok - n— - - .

-

Arrét des élevages

TABLEAU VII

Mortalité exprimée en % des larves de Caassosirea gigas
exposées a des concentrations croissantes en acétate de tributyle

étain a partir du stade véligére.

‘ee
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Contrairement aux cbservations habituelles
de comportement, les larves ne sont pas tourbillonnantes

mals au contraire inactives.

Les données sur les hauteurs moyennes
pour les concentrations inférieures ou égales & 5 pg/l
sont consignées dans le tableau VIII. Les courbes de
croissance sont représentées dans la figure 9 pour les

valeurs inférieures ou égales a 3 Fg/l'

Aucune croissance n'est observée a
3 Fg/l et 1 pg/l au dela des premiéres 24 heures
d'exposition., A ces teneurs respectives, les taux
de croissance du premier au 5éme jour (soit dans les
deux cas avant intensification des mortalités) sont

égaux a 6,5% et 8% de celui des témoins.

2.1.2.3. ACTION D'UN TRAITEMENT TEMPORAIRE
DE T,B.T, SUR DES GAMETES.

Une inhibition de la segmentation est
observée lorsque les ovules subissent un traitement
temporaire a la teneur de 50 pg/l. A cette concentration
les spermatozoides sont peu sensibles & l'action du
T.B.T. L'ensemble des résultats est consigné dans le
tableau IX.



ﬁﬁgvggs TENEUR EN ACETATE DE TRIBUTYLE ETAIN (pg/1)

DEPUIS LA : _

FECONDATION 0 1 3 .5

(JOURS)
1 60,93 ¥ 0,33 60,93 % 0,33 | 60,937 0,33 60,93 0,33
2 70,18 ¥ 0,49 67,46 ¥ 0,45 62,60 ¥ 0,62 60,75 ¥ 0,50
3 78,38 1 0,64 67,69 ¥ 0,53 62,99 ¥ 0,59 - 62,48 0,46
4 83,71 £ 0,79 66,90 ¥ 0,66 62,35 ¥ 0,73 62,26 ¥ 0,34
5 92,75 ¥ 1,05 67,77 ¥ 0,74 62,98 ¥ 0,58 S—
6 97,82 ¥ 1,52 67,54 ¥ 0,61 T Kk AR AR ARk
8 129,80 * 2,79 66,54 * 0,58 Kkk Kk kA AR Ak Kk k kA Ak KAk
10 152,70 ¥ 3,58 R Kokkhkkkkh kR R —
12 170,28 ¥ 4,05 SeoHEeEREGE Sk ek A ok Sk kkkkk kkdkk

coccoo  Appgt des mesures de croissance

*kxxkx  Arrét des élevages.

TABLEAU VIITI : Hauteurs moyennes en pm exprlmees au seuil de 95% des larves
de Crasso0stnea gigas exposees 4 des concentrations croissantes

-

en acétate de tributyle étain & partir du stade véligére.

"T78
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FIG 9 : CROISSANCE LARVAIRE DE
CRASSOSTREA GIGAS
EXPOSEE ADES TENEURS
CROISSANTES EN TBT.



TEMPS APRES _
FECONDATION TEMOINS SPERME TRAITE OVULES TRAITEES
(HEURES)
3 100% d'oeufs 100% d'oeufs 100% d'oeufs non
segmentés : segmentés : stades 8 segmentés
stades 8 a 32 max imum
18 70% de larves 98% de larves D : 5% d'oeufs
normales. 12% d'anormales segmentés :
30% de stades 2 et 4
Trochophores

TABLEAU IX :

Action de 1l'acétate de tributyle etaln sur l'embryogenese

de Crasso0sinea gigas lorsque des ovules et des spermatozoides
ont subi séparément avant fecondatlon un traitement d'une
demie heure dans une solution a 50 peg/l de toxique. Les
gametes complémentaires non traités ont assuré la
fécondation., Cette dernlere, ainsi que le develoPpement
embryonnaire ont été réalisés en eau de mer non traitée.

98
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2.1.3. DISCUSSION.

L'acétate de tributyle étain est toxique
pour le développement embryonnaire de Crasso0strea gigas.

Son action s'exprime par
a) un blocage tctal de la fécondation & 100 pg/l;

b) un blocage total de la segmentation a 50 pg/l
qui peut 8tre obtenu par un simple traitement

temporaire des ovules pendant une demi-heure;

c) des perturbations importantes de la segmentation
jusqu'a une-valeur de 3 pg/l ol en aucun cas

le stade véligére n'a été observé;

d) formation de larves D toutes anormales a la

teneur de 1 pg/l.

L'action d'un traitement permanent de T.B.T. & partir
de la fécondation sur le développement larvaire de

Crass0strea gigas s'exprime par

a) la non-viabilité des élevages au-dela de la

premiére semaine;

b) un blocage total de la croissance larvaire.

L'action d'un traitement permanent de
T.B.T. & partir du stade véligére s'exprime par

a) une mortalité de masse apres 24 heures
d'exposition au toxique pour des valeurs
supérieures ou égales & 25 ug/l ;

2 = + ’ . z
b) Aux concentrations inférieures la précocité des

mortalités est fonction de la teneur en toxique.;

¢c) un blocage tres marqué de la croissance larvaire

dés la teneur de 1 Pg/l.



Ces résultats sont compatibles avec ceux
obtenus selon les mémes techniques chez flytilus
galloprovincialis (Robert et His, 1981). Rappelons que
nous avons tenu compte des exigences particuliéres de
cette espéce et de ce fait, les élevages ont été
conduits 4 la température de 19°C 400 et 2 1a

salinité de 32%, £ 1%.

L'action d'un traitement permanent de
T.B.T. chez Aytilus galloprovincialis a partir de la

fécondation s'exprime par :

1'inhibition de la segmentation & 50 pg/l.

A5 pg/l et 3 Pg/l’ 100% de trochophores
monstrueuses sont obtenues dés les premiéres 24 heures
et les élevages n'atteignent pas ultérieurement le

stade véligeére.

Dés la valeur de 1 pg/l, l'acétate de

tributyle étain intervient sur la formation des larves D.

Vingt quatre heures aprés fécondation, 50% des

véligeéres sont anormales.

D'autre part, toujours dans cette méme
expérience et a la valeur de 1 pg/l, les élevages de
Mytilus galloprovincialis sont totalement décimés le

6éme jour, comnme observé chez Crasso0sirea gigas,

La croissance, quant 4 elle, est

également inhibée,

88.
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L'action d'un traitement permanent
de T.B.T. chez Mytilus galloprovincialis a partir

du stade véligeére s'exprime par :

a) un blocage de la croissance larvaire a toutes

les concentrations;

b) une mortalité proportionnelle & la
concentration en toxique qui est cependant
moins importante que celle observée
comparativement chez Crass0strea gigas, )
Ainsi, a1 Pg/l’ la mortalité n'affecte que
6% des élevages chez Mytilus le 10&me jour,

tandis qu'elle atteint 70% chez Crass0strea,

2.1.4. GONCLUSION,

L'acétate de tributyle étain est un
produit d'une toxicité élevée pour les oeufs et

les larves D de Crasso0sinea gigas,.

Le seuil de sensibilité des larves de

Crass0strea gigas se situe en dessous de 1 pg/l.

2.2, ACTION DU CHLORURE DE CUIVRE.

Le seuil de toxicité de ce sel métallique
sur les embryons et les véligeéres de Crassostree virginica

a été démontré (Calabrese et al., 1973, 1977; Mac Innes

et Calabrese, 1979).
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Sa toxicité vi-s-a-vis de Crassostrea

gigas a été recherché (Lewis et Cave, 1979).

La durée de ces expériences n'excédant
pas 48 heures, peu de données sont apportées sur la

croissance des véligéres.

2.2.1. MATERIEL ET METHODE.

L'eau de 1'Océan prélevée & 6 miles
nautiques de la presqu'ile du Cap Ferret a été
ramenée 4 la salinité de 28%,.

Les gamétes utilisés provenaient de
géniteurs de Normandie maturés & la S.A.T.M.A.R. et
maintenus dans notre unité de conditionnement

pendant une semaine.
Un seul couple parental a été sélectionné.

Les expériences ont été conduites pendant

7 jours durant lesquels un changement quotidien de
l'eau et un apport de Pavlova futheri ont été réalisés,

Une solution meéere de 50 mg/l de chlorure de
cuivre, facilement soluble dans l'eau de mer, a été
utilisée pour la préparation des différentes solutions
comprises entre O et 500 pg/l. Deux séries d'expériences
ont été réalisées :

- Action d'un traitement permanent & partir de la
fécondation & des concentrations de 0,5, 10, 25,
50 et 100 pg/ 1.
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- Action d'un traitement permanent & partir du
stade véligére a des concentrations de
0, 25, 50, 100, 250 et 500 Fg/l.

2.2.2, RESULTATS.

2.2.2.1. ACTION D'UN TRAITEMENT PERMANENT
DE CHLORURE DE CUIVRE A PARTIR DE
LA FECONDATION.

Vingt quatre heures aprés l'adjonction
des gametes mlles, 65% des ovules ne sont pas
segmentés & la concentration de 100 pg/l. Parmi les
oeufs segmentés, 5% sont au stade stéroblastule ou
morula et 30% au stade trochophore. Seuls 7% de ces
trochophores sont normales. Les anomalies caractérisées
par la présence de protubérances cellulaires donnent &
ces trochophores des formes aberrantes. Des accolements
de plusieurs individus par des "bras" cellulaires sont
observés. Quarante huit heures aprés, les élevages
sont décomposés. Quelques rares trochophores sont

cependant notées.

Les larves D sont formées aux teneurs
inférieures ou égales a 50 pg/l dés les premiéres 24
heures. Les taux d'anomalie et de mortalité larvaires

4 ces concentrations sont réprésentés dans le tableau
s



AGE DES
LARVES DEPUIS TENEUR EN CHLORURE DE CUIVRE (pg/1)
LA :
FECONDAT 10N 0 5 10 25 . - 50
(JOURS)
1 0,5 9 10 35
(0) (0) (0) (0) (0)
2 1 9 13 36 95
(0,5) (1) (2) (1 . (0)
3 1 9 15 36 Kok
- (1) (1,5) (2) (1)

***%%  Arrét des élevages

TABLEAU X : Taux d'anomalie et de mortalité larvaire exprimée en % ( ) de
Crassostrea gigas soumises a des coqcentrations croissantes en
chlorure de cuivre & partir de la fécondation,

4
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A la valeur de 50 pg/l, les larves D sont
incomplétement formées dés les premiéres 24 heures : les
2 valves ne sont pas suffisamment développées pour
entourer la masse viscérale. 48 heures apres fécondation,
le taux d'anomalie est égale & 95%. Les véligeres présentent
un bord dorsal concave, des échancrure a la commissure
des valves et des boursouflures plus ou moins marquées

du vélum (verrue ou forme de crépe).

Comme nous l'avons observé dans des
expériences antérieures -2.1.2.1.- ce type d'élevage

est amené a disparaftre et n'a donc pas été maintenu.

Le taux d'anomalie est égal a 35% & 25 pg/1,

24 heures apres la fécondation.

Celui-ci décrolt aux concentrations
inférieures; notons qu'il est sensiblement le méme

aux valeurs de 5 et 10 pg)l.

Les taux de mortalité sont presque nuls
dans tous les élevages 24 et 48 heures aprés la
fécondation. Celui-ci restera faible (inférieur ou

égal a 7%) jusqu'a la fin des expérimentations.

L'action du chlorure de cuivre sur
la croissance larvaire pour les concentrations inférieures
ou égales & 25 pg/l est représentée dans le figure 10,
les données sur la taille des véligéres étant regroupées
dans le tableau XI,.



80

HAUTEUR MOYENNE EN J.lm .

i
F —

h Y
el

60

1 1 T T T T T
o 1 2 3 g9 =] e 7

TEMPS EN JOURS.

FIG10D :CROISSANCE LARVAIRE DE
CRASSOSTREA GIGAS SOUMISE A DES
TENEURS CROISSANTES EN CUCL=2
PENDANT ET APRES LA FECONDATION



AGE DES LARVES

DEPUIS LA TENEUR EN CHLORURE DE CUIVRE (pg/1)

FECONDATION

( JOURS) 0 5 10 25
1 62,98 ¥ 0,45 | 63,02 ¥ 0,44 62,30 ¥ 0,58 | 62,45 * 0,57
2 74,11 ¥ 0,75 | 69,30 ¥ 0,66 68,64 ¥ 0,67 | 67,85 % 0,85
3 76,32 ¥ 0,81 | 73,02 ¥ 0,83 70,66 ¥ 0,72 | 68,64 ¥ 0,83
4 77,49 £ 0,90 | 75,77 ¥ 0,92 72,78 ¥ 0,89 | 68,64 ¥ 0,80
5 79,10 Y 0,94 | 77,72 ¥ 1,02 73,02 ¥ 0,96 | 70,35 ¥ 0,78
7 82,35 ¥ 1,04 | 79,68 ¥ 1,14 77,83 1 0,93 | 76,44 ¥ 0,94

TABLEAU XI : Hauteurs moyennes en pm exprlmees au seuil de 95% des larves de
: Crassostréa gigas exposées & des concentrations croissantes a
partir de la fécondation.

66
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Aucune différence significative de -
taille, au seuil de 95%, n'est observée 24 heures
aprés la fécondation -jour 1-. Dés le 22me jour, les
larves témoins présentent une taille supérieure a
l'ensemble des élevages traités au chlorure de
cuivre, Ces derniers, par contre, a ce méme jour,
ne présentent esntre eux aucune différence significative
quant a leurs hauteurs moyennes. A partir du 3éme jour,
les larves D répondent différemment et leur taille
est fonction de la concentration en toxique.

2 /! 'UN
DE CHLORURE DE CUIVRE A PARTIR
U STAD B b

. Comme dans l'expérience précédente
-2.2.2.1.-, la valeur de 50 pg/l de chlorure de cuivre
représente un seuil limite au-dessus duquel les.
véligéres meurent rapidement. Ces mortalités sont
fonction de la concentration en toxique (Tableau XII).
Ainsi, au 3éme jour a 500 pg/l,rlés élevages sont
totalement décimés, tandis que 70% de mortalité
frappent les élevages a 250 pg/l. Au 4éme jour, 70%
et €0% de mortalité atteignent respectivement les
élevages a 150 pg/l et 100 pg/l. .

Des contractions plus ou moins importantes
de la masse viscérale affectent les véligéres. Dans certains
cas, celle-ci se détache et tourne alors sur elle-méme &
l'intérieur ou a l'extérieur des 2 valves. Le comportement
larvaire est en outre fortement affecté, Les larves
effectuent des mouvementis rotatoires trés rapides ;
elles tournent sur elles mémes comme des toupies.



AGE DES

LARVES TENEUR EN CHLORURE DE CUIVRE (pg/l)

DEPUIS

LA

FECONDATION 0 25 50 100 150 250 500

( JOURS) ’
1 0 0 0 0 0 0 0
2 0,5 0 3 2.5 1 4 88
3 1 1 3 8 6 70 100
4 6,5 1 13 60 70 wowak | o
5 8 16 26 91 kkkk *hkk*k *kkKk
g 10 18 45 kkkk *hkk *hkkk *kkk
*kkk

TABLEAU XTI

Arrét des élevages

Taux de mortallte larvaire exprimés en % de Crassostrea gigas

soumises a4 des concentrations croissantes en chlorure de cuivre i

partir du stade véligeére., Les valeurs notées entre parenthese
correapondent aux taux de mortallte larvalre exprimés en % de
Crassosinea vinginica exposés & ce méme toxique dans des
conditions expérimentales similaires pendant 48 heures (Extrait
de Mac Innes et Galabrese, 1979).

*Lb6
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A ces concentrations, la croissance

larvaire peut 8tire considérée comme nulle (Tableau XIII).

Les courbes de croissance moyenne
sont représentées dans la figure 11 pour les concentrations

inférieures a 50 pg/l, et les donnédes sur la taille sont
représentées dans le tableau XIII.

Les véligeres de 24 heures exposées au
polluant, présentent rapidement un frein
de croissance dont l'intensité est fonction de la
concentration en toxique. Un plateau plus ou moins
important caractérise la courbe de croissance des

larves traitées.

2.2,3. DISCUSSION.

La toxicité du chlorure cuivrique sur
le développement embryonnaire de Crasso0strea gigas
s'exprime par :

a) un blocage de la segmentation dés la valeur
de 100 pg/l1;
b) un retard dans la segmentation et la formation

de larves D toutes anormales a 50 pg/l;

¢) un taux d'anomalie encore élevé a 25 Pg/l.

Ces résultats sont compatibles avec
ceux obtenus sur Caassostrea vinginica- (Mac Innes
et Calabrese, 1979). Ainsi pour une température de

25°C, une salinité de 27,5%, et des concentrations



AGE DES

LARVES . TENEUR EN CHLORURE DE CUIVRE (pg/1)

DEPUIS

LA

FECONDA-

TION 0 25 50 100 150 250 500

(JOURS)
1 62,98 ¥ 0,45 | 62,98 * 0,45 | 62,98 ¥ 0,45 | 62,98 ¥ 0,45 | 62,98 ¥ 0,45] 62,98 ¥ 0,45 62,98 * 0,45
2 74,11 0,75 | 69,30 * 0,73 | 65,30 * 0,65 | 65,02 ¥ 0,90 | 63,78 ¥ 0,52} 62,45 ¥ 0,47 |63,35 ¥ 0,52
3 76,32 ¥ 0,81 69,38 Y 0,70 | 66,54 ¥ 0,57 | 64,35 % 0,63 | 63,73 ¥ 0,55 | 62,62 T 0,82 |*rwrrksnrnax
4 77,49 ¥ 0,90 | 69,59 ¥ 0,82 | 66,31 £ 0,72 | 64,54 ¥ 0,58 | wrkarmamsann | wxsdashnionnn | drnmoakkhknnk
E 79,10 ¥ 0,94 169,68 2 0,77 | 67,30 1 0,85 | 65,97 T 0,25 | *exwamamsoann | akskdkdhndonk | hkkkkkkdrkrk
7 82 , 35 :t 1 . 04 75 2 40 i‘ 0 : 94 67 5 83 f 0 A 80 hkkkkkhkkkkkkk hkkkhkkkAhkkkk kkhkhkkkhkhkkkhk kkkkkkkkkkkk
kkkkkk

Arrét des élevages

TABLEAU XIII

Hauteurs moyennes en pm expllmees au seuil de 95% des larves

de Crasso0strea gigas exposees 4 des concentrations croissantes
en chlorure de culvre a partir

du stade véligeére.

66



HAUTEUR MOYENNE EN Pm

(=]

70

860

1

100.

—~
L

i i : i i 1 []
1 =3 3 ‘a 5 (=] 7
_ TEMPS EN JOURS
FIG 11 :CROISSANCE LARVAIRE DE CRASSOSTREA
GIGAS SOUMISE A DES TENEURS
cCROISSAMTES EN CUCL2 24a HEURES
APRES LA FECONDATION .
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en chlorure de cuivre de 0, 5, 10, et 20 pg/l, le
pourcentage de larves anormales 48 heures apreés
fécondation est respectivement de 1,4, 2,6, 4,4 et
30,8. Ces taux légerement inférieurs pourraient
s'expliquer par le traitement d'oeufs fécondés.
Rappelons qu'au laboratoire, le traitement est effectué

sur des gamétes en cours de fécondation.

Ils s'opposent par contre & ceux de
Lewis et Cave (1979) qui considérent gu'aucun embryon
de Crasso0sirea gigas ne survivrait au deld de 48
heures a la teneur de 20 Pg/l de cuivre.

L'action d'un traitement permanent de
chlorure de cuivre & partir du stade véligeére s'exprime

par

a) une mortalité massive des élevages
proportionnelle & la concentration en toxique
pour des valeurs supérieures ou égales & 50 pg/l.
Pour des concentrations inférieures, ces
mortalités moins importantes sont similaires
a celles obtenues par Mac Innes et Calabrése
(1979), tableau XII. Cependant, celles-ci
sont différées dans nos élevages d'un jour
en ce qui concerne les valeurs de 25 pg/l
et 100 Pg/l et de 3 jours en ce qui toncerne
50 ng/1;

b) un frein tres merqué de la croissance larvaire.
A 50 pg/l, la croissance larvaire est inhibée
aprés 2 jours d'exposition au toxique et la
reprise de croissance apparente en fin d'expérience
est probablement due & la disparition des
véligéres de petite taille par mortalité (45%).
A 25 pg/l, la courbe de croissance larvaire est
similaire & celle obtenue dans 1l'expérience

précédente ( 2.2.2.1., figure 11).
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L'action de ce toxique comparée & celle
de l'acétate de tributyle étain, permet de remarquer

gue

A la valeur de 100 Pg/l, le chlorure
de cuivre inhibe la segmentation chez 65% des ovules,
le T.B.T. & cette teneur inhibe totalement la fécondation.
En donnant naissance & des véligéres
anormales, le chlorure de cuivre perturbe la
segmentation a 50 pg/l. A cette concentration, un
simple traitement temporaire des ovules par le T.B.T.

(une demi-heure) inhibe la segmentation.

Aux teneurs inférieures, 25 pg/l,
10 pg/l, 5 pg/l, le Cu012 n'empéche pas la formation
de larves D et permet une croissance larvaire qui est
cependant affectée. A ces mémes concentrations en
. acétate de tributyle étain, le stade véligeére n'est
jamais atteint. Des larves D de 24 heures, plus

résistantes, sont rapidement foudroyéss.

2.2.4. GCONCLUSION.

L'action du CuCl, s'exprime par des
perturbations importantes de l'embryogénese de

Crassostrea gigas & des faibles teneurs.

La croissance de larves D, obtenues en
présence du toxique au moment de la fécondation ou
apres, est fortement affectée. L'allongement de la

vie larvaire favorise la disparition des véligéres
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par prédation., D'autre part, Losee (1979) montre
l'existence d'une corrélation directe entre la
croissance larvaire et la croissance du naissain.
Des larves mises en présence de ce toxique donneront
de ce falt du naissain de mauvailse qualité. Enfin,
outre l'action directe du CuClz, Mac Innes et
Calabrése (1979) ont montré que des larves traitées
avec ce polluant sont rendues fragiles vis-a-vis

des conditions adverses du milieu (température,

salinité).

Pour l'ensemble de ces raisons, la
valeur de 10 pg/l apparailt &tre le seuil de sensibilité
des oeufs et des larves D de Crass0strea gigas au

chlorure de cuivre.

Cependant, ce composé est beaucoup
moins toxique que l'acétate de tributyle étain dont

le seuil de sensibilité est inférieur & 1 pg/l.

2,3, APPLICATION A L'ETUDE DE LA "QUALITE BIOLOGIQUE"
DE L'EAU DU PORT DE PLAISANCE DU BASSIN D'ARCACHON.

Le T.B.T. dont la forte toxicité vient
d'étre démontrée, rentre dans la composition de
nombreuses peintures antisalissures trés utilisées sur
le bassin d'Arcachon (Alzieu, 1981).

Les principaux organostanniques ne
présentent pas la méme vitesse de dégradation (de la
Court et Vries, 1976). Concernant l'acétate de
tributyle étain, sa persistance dans le milieu peut
8tre estimée & 8 - 9 mois (Alzieu, 1981).
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Or la détection de ce toxique dans
l'environnement se heurtait a des
difficultés techniques -identification, dosage-.
Les méthodes utilisées a cette époque ne permettaient pas
de déterminer des teneurs en T.B.T. inférieures a

10 pg/l (Callame, communication personnelle).

L'ensemble de ces observations a
conduit & supposer que l'emploi des peintures
antisalissures & base d'étain pouvait &tre responsable
des perturbations de la reproduction de 1l'huitre

japonaise du bassin d'Arcachon.

Si la teneur moyenne en organostannique
dans le basin d'Arcachon due & la lixiviation des
peintures antisalissures était responsable des anomalies
du développement larvaire, ces derniéres devraient &tre
similaires ou mieux caractérisées dans le port de
plaisance ol la concentration en bateaux est la plus

importante.

2.3.1. MATERIEL ET METHODE.

Des pontes et des élevages larvaires
ont été réalisés en laboratoire avec de 1l'eau
prélevée dans le port de plaisance d'Arcachon a
mi-marée descendante au mois de juillet 1981 ou

l'activité nautique était importante.

Les élevages témoins ont été conduits

avec de l'eau de 1'Océan prélevée & 7 pilles marins
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du Cap Ferret. Les salinités étaient similaires,

32%, £ 1%,, et n'ont donc pas été corrigées, Les gamétes
utilisés provenaient de géniteurs du bassin d'Arcachon
mis en conditionnement pendant 3 semaines. Les pontes

obtenues en juillet furent abondantes.

Cette expérience était intégrée & une

série nécessitant un nombre important d'oeufs.
Aussi les gamétes issus de trois femelles ont

été répartis aprés homogénéisation et fécondés avec
une suspénsion de sperme provenant d'un seul méle.
Une seule expérience a été réalisée. Elle consistait
a déterminer l'influence de la "qualité biologique"
de l'eau du port de plaisance sur la fécondation,

l'embryogénése et la croissance des véligéres.

2+3.2. RESULTATS.

Vingt quatre heures aprés la fécondation, le
stade véligére est atteint aussi bien dans l'eau de l'océan
que dans.celle du port de plaisance. Les larves D
obtenues dans cette derniére présentent cependant un taux
mportant d'anomalie (tableau XIV), caractérisé par des
concavités du bord dorsal, des échancrures & la commissure
des valves et des boursoufflures plus ou moins marquées
du vélum. Au second et troisiéme jours, 40% de larves

anormales sont dénombrées.

Comparativement, le taux d'anomalie
est de 12% au premier jour dans les élevages conduits
en eau de 1'Océan. Il atteint 15% au second et

troisieme jour.
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Les mortalités affectent rapidement les
élevages conduits en eau du port de plaisance
(Tableau XIV). Ainsi, au 4&me jour, 11% de mortalités
sont décelées. Au-dela du 10 éme jour. Ces mortalités
ne frappent qu'une partie spécifique de la population,
principalement les larves anormales et les véligéres
de plus petites tailles..En eau de 1'Océan, le taux
de mortalité reste faible la premiére semaine, 2%

mais atteint 15% au 12éme jour d'élevage.

L'action de la "gualité biologique"
de l'eau du port de plaisance sur la croissance
larvaire est représentée dans la figure 12, les données
sur les hauteurs moyennes des véligéres étant

consignées dans le tableau XV.

Les élevages conduits dans 1l'eau du
port de plaisance présentent une croissance plus faible
que ceux de l%eau de 1'Océan. Ainsi, au 10éme jour,

ol les mortalités sont similaires, le taux de
croissance des véligéres élevées en eau du port de

plaisance est égal & 60% de celui des larves témoins.

L'analyse démographique des différentes
populations permet de constater que, dés le 6&me jour,
les élevages conduits avec de l'eau du port de
plaisance présentent deux populations larvaires

distinctes (superposition des Figures 13 et 14)

- une population taille normale,

a
- une population 4 taille netbtement inférieure.
Ainsi, au 6éme jour, 26% de la population

larvaire du port de plaisance a une moyenne de taille

inférieure a la normale. Au 8&me jour, 50% de la



AGE DES LARVES
DEPUIS LA ORIGINE DE L'EAU D'ELEVAGE
FECONDATION
(JOURS) PORT DE PLAISANCE D'ARCACHON OCEAN
1 0 0
(38) (12)
2 1 0
(40) (15)
4 N 2
(40) (15)
6 11,5 2
8 1" 10
10 : ' 14 8
12 40 | 15
TABLEAU XIV : Taux de mortalité et d'anormalie larvaire ( ) exprimés en %

de Crassostrea gigas élevée dans des eaux de différentes origines.

“LOL
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AGE DES LARVES

DEPUIS LA ORIGINE DE L'EAU DE- L'ELEVAGE

FECONDAT ION :

(JOURS) PORT DE PLAISANCE D'ARCACHON OCEAN
1 62,65 % 0,68 58,70 ¥ 0,88
2 71,88 ¥ 0,80 67,27 ¥ 0,99
4 85,21 % 1,72 91,12 ¥ 1,44
5 88,311 3,71 105,45 * 2,44
8 116,71 ¥ 5,16 132,41 ¥ 3,95
10 132,58 * 4,71 174,51 * 4,08
12 169,13 ¥ 7,57 202,83 ¥ 5,21

TABLEAU XV : Hauteurs moyennes en pm exprimées au seuil de 95% de Caassostnea
gigas élevée dans des eaux de différentes origines.

*601L
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population est anormalement petite. Les mortalités
frappent ultérieurement les véligéres de petite
taille, aussi ce phénoméne s'atténue le 12&me jour,

2.3.3. DISCUSSION ET CONCLUSION.

L'influence de la qualité biologique de
l'eau du port de plaisance d'Arcachon sur le
développement embryonnaire s'exprime par une
perturbation de la segmentation donnant naissance a
un taux important de véligéres anormales. En aucun
cas des blocages de la fécondation ni de la segmentation
ne sont observés. Son action sur le développement
larvaire s'exprime par :

a) une mortalité sélective non négligeable
aprés 12 jours d'élevage;

b) un frein de la croissance larvaire;

c) la mise en évidence de 2 populations
larvaires distinctes par la taille.

Ce dernier phénoméne caractérise
certains milieux pollués (Robert et His, 1981;
His et Robert, 1982).

L'eau du port.de plaisance d'Arcachon
ne permet pas un développement embryonnaire ni un
développement larvaire normal chez Crasso0strea gigas.
Cependant, en aucun cas les phénoménes observés,
lorsque des oeufs en cours de fécondation sont

exposés a une concentration aussi basse que 1 Pg/l
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d'acétate de tributyle étain, ne sont retrouvés. Si

la teneur en T.B.T. présente dans le port de plaisance
est responsable des phénoménes ci-dessus décrits,
celle-ci est inférieure & 1 Fg/l.

D'autre part, en aucun cas les phénoménes
décrits dans le bassin d'Arcachon ne sont retrouvés,
Si des perturbations sont observées lorsque des
élevages sont conduits avec de l'eau du port de
plaisance, cette derniére permet cependant un
développement larvaire. Le stade des "évoluées" est
atteint dés le 6éme jour. Au 12éme jour, 66% de "moyennes"

et 3% de "grosses" sont dénombrées.

I1 semble difficile dans ces conditions
d'imputer aux peintures antisalissures la
responsabilité des échecs de la reproduction dans le

bassin d'Arcachon par action directe sur les véligéres.



CHAPITRE L Lol o

DEVELOPPEMENTS LARVAIRES DES HUITRES DU BASSIN

D'ARCACHON EN EAU DU BASSIN D'ARCACHON.

INFLUENCE DE LA TEMPERATURE.
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CHAPITRE £ 0 R

DEVELOPPEMENTS LARVAIRES DES HUITRES DU BASSIN
D'ARCACHON EN EAU DU BASSIN D'ARCACHON,.

INFLUENCE DE LA TEMPERATURE.

: Plusieurs hypothéses ont été émises
et abordées dans ce travail pour tenter d'expliquer
les échecs répétés du captage dans le bassin

d'Arcachon ces derniéres années :

- la mauvaise "qualité" des géniteurs du bassin

d'Arcachon;

- la mauvaise "qualité Dbiologique"de 1l'eau

du bassin d'Arcachon;

- le facteur température 4 la suite des étés

relativement frais.

Rappelons que dans le milieu naturel
il n'y a pas développement des larves D qui se
forment normalement. L'étude des croissances larvaires
et l'analyse démographique des populations sont donc
des moyens d'aborder le phénomene. Celles-ci ont été
réalisées sur des larves produites en écloserie et
sur des véligeres récoltées dans le bassin au

moment des pontes.
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3.1. EXPERIENCES REALISEES AVEC DES LARVES PRODUITES
EN ECLOSERIE., -

Des huftres, captées sur collecteur
dans le bassin d'Arcachon et mises en élevage sur
place plus ou moins longtemps, ont été utilisées
comme géniteurs. Ces derniers originaires du
bassin d'Arcachon seront appelés par la suite,

géniteurs du bassin.

3.1.1. CARACTERISTIQES DES LARVES ISSUES DE
GENITEURS DU BASSIN D'ARCACHON.

L'accumulation de toxiques pendant
la gamétogénése ou la formation de réserves vitellines
insuffisantes pourraient se traduire ultérieurement
par la non viabilité des larves formées. Les géniteursy
ayant la méme origine, seule la "qualité" de leur

maturation dans le bassin d'Arcachon a été appréhendée.

Apres captage et demi élevage dans le
‘bassin d'Arcachon, des huftres y sont élevées en
permanence, Elles y développent leurs produits génitaux.
Elles représentent donc des géniteurs du bassin

maturés dans le bassin d'Arcachon.

D'autres sont transférés dans des parcs
" d'élevage situés dans différents centres ostréicoles
(Bretagne, Normandie ...) ol se déroule leur
gamétogéneése. Elles représentent donc des géniteurs

du bassin. maturés & I'sxtérieur. Les stocks larvaires

issus de ces derniers serviront de témoins.
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Dans tous les cas, la maturation a été
achevée en circuit fermé selon les techniques
précédemment décrites -Chapitre I, paragraphe 1.2.-.
Pontes, développements embryonnaires et larvaires

ont été réalisés avec de l'eau de 1l'Océan.

3.1.1.1. CARACTERISTIQUES DES LARVES ISSUES
DE GENITEURS DU BASSIN D'ARCACHON
MATURES A L'EXTERIEUR.

Deux stocks de géniteurs
ont été utilisés. Le premier mis en élevage &
Cancale, appelé par la suite Cancale 1, a abondamment

pondu le ter avril 1981,

Les pourcentages d'anomalie et de
mortalité sont restés faibles, respectivement 5% °

et 7% au 12éme jour d'élevage.

La croissance moyenne est représentée dans
la figure 15, les données sur les hauteurs moyennes
étant consignées dans le tableau XVI. Au sixiéme jour,
11% des larves sont "évoluédes". Au huitiéme jour ce taux

est égal a 87,5% et 4,5% de "moyennes" sont dénombrées.

Au douziéme jour, toutes les larves
sont umbonées. La population est constituée de 17,5%

d'"évoluées" et 82,5% de "moyennes",

Ces élevages ont été poursuivis

jusqu'aux stades pédivéligére et plantigrade.
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LIEU DE LA MATURATION DES GENITEURS
TEMPS DEPUIS
LA
FECONDATION
( JOURS) CANCALE 1 CANCALE 2
1 60,93 ¥ 0,33 58,28 ¥ 0,39
3 78,38 ¥ 0,64 82,29 ¥ 0,92
4 83,71 Y 0,79 86,46 ¥ 1,12
97,82 ¥ 1,52 9,73 T 2,08
8 129,80 ¥ 2,79 144,87 * 3,68
10 152,70 ¥ 3,58 162,30 ¥ 3,43
12 170,28 ¥ 4,05 182,07 ¥ 5,15

TABLEAU XVI : Hauteurs moyennes, exprimées en pm, au seuil de 95%, de véligeéres
de Crassostrea gigas prélevées dans le bassin d'Arcachon et maturées
4 l'extérieur -Cancale-. Les développements embryonnaires et larvaires
ont été réalisés avec de l'eau de 1'Océan,

LI
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Les gamétes utilisés lors de la 2éme
série d'expériences étaient issus d'un stock de
géniteurs maturés également & Cancale appelé
ultérieurement Cancale 2. Bien que plus difficile a
obtenir, une ponte abondante a eu lieu le 10 juin
1981. La salinité de l'eau était de 32%,.

Les pourcentages d'anomalie et de
mortalité sont restés faibles, respectivement 8% et 2%

en fin d'expérience.

La courbe de croissance larvaire est
représentée dans 1g figure 15 et les hauteurs moyennes

sont indiquées dans le tableau XVI.

Des le sixieme jour, 86% de la
population est umbonée dont 84% d'"évoluées" et 2%

de "moyennes™,

-

Au huitiéme jour ce pourcentage atteint
96% dont 57% d'"évoluédes" et 39% de "moyennes".

Au douzieéme jour, toutes les larves
scnt "umbonées". L a population est alors composée de
9,5% d'"évoluées™, 86%de "moyennes" et 4,5% de 'grosses".

Le développement de véligéres issues
de géniteurs du bassin d'Arcachon maturés & l'extérieur

est treés satisfaisant.
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3.1.1.2. CARACTERISTIQUES DES LARVES ISSUES
DE GENITEURS DU BASSIN MATURES DANS
LE BASSIN D'ARCACHON.

Deux stocks de géniteurs

ont été utilisés.

Le premier prélevé a la Villa Algérienne
(Figure 1), appelé par la suite Villa Algérienne 3,

a rapidemment et abondamment pondu le 6 mai 1981,

Les pourcentages d'anomalie et de
mortalité sont faibles, 2% au 12&me jour d'élevage.

La figure 16 représente la croissance
larvaire, les données sur les hauteurs moyennes étant
présentées dans le tableau XVII.

-

Au sixieme jour, 59% des larves sont

"évoluées",

Dés le huitiéme jour, toutes les larves

sont umbonées dont 98% d'évoluées" et 2% de "moyennes".

Au douziéme jour, les "moyennes"

représentent 82% de la population.

Les gamétes utilisés lors de la 2éme
série d'expériences étaient issus d'un stock de géniteurs
prélevé au Cap Ferret (Figure 1) appelé ultérieurement
Cap Ferret 4. Bien qu'abondante, la ponte du 15 Juillet
1981 fut plus difficile a obtenir.



HAUTEUR MOYENNE EN MPm .

110 130 160 170 180 210

80

70

50

: CAP FERRET a4 .

1 i | 3 i i I >

(=] 2 < = - 8 10 12

TEMPS EN JOURS

FIG 16: ¢croissance larvaire en eaude
l'océan de Crassostrea gigas
maturee dans le bassind’arcachon ..

: VILLA ALGERIENNE 3 .



LIEU DE LA MATURATION DES GENITEURS.
TEMPS DEPUIS
LA FECONDATION
(JOURS) ; VILLA ALGERIENNE 3 CAP FERRET 4
1 63,91 ¥ 0,46 58,70 * 0,88
2 74,13 ¥ 0,63 67,27 ¥ 0,99
4 89,32 * 0,96 . 91,12 % 1,44
6 107,88 ¥ 1,90 105,45 ¥ 2,44
8 130,95 ¥ 2,35 132,41 ¥ 3,95
10 148,87 ¥ 3,55 174,51 ¥ 4,08
12 171,70 ¥ 5,74 202,83 * 5,2:
TABLEAU XVII : Hauteurs moyennes, exprimées en pm, au seuil de 95%, de véligéres de

Crassostrea gigas maturées dans le bassin d'Arcachon. Les
’ o » ’ » o »
developpements embryonnaires et larvaires ont ete réalisés avec de
rd
l'eau de 1'0céan.

*eel
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Vingt quatre heures apres la fécondation,
15% de véligeéres anormales sont dénombrées et ceci
jusqu'au 8éme jour d'élevage. Ultérieurement ce

taux diminue et ne présente que 5% en fin d'expérience,

La mortalité faible la premiére
semaine (2%) augmente ultérieurement (15% au 12éme
jour d'élevage) et touche principalement les larves

anormales,

La courbe de croissance larvaire est
représentée dans la figure 16, les données sur les
hauteurs moyennes étant transcrites dans le tableau
XVII.

Au sixiéme jour, 52% des larves sont

"éyoluées".

Elles représentent 75% de la population
au 8&me jour ol 19% de "moyennes" sont également

dénombrées.

Au douziéme jour, toutes les larves
sont umbonées dont 5% d'"évoluées", 87% de "moyennes"

et 8% de "grosses".

Le développement de véligeéres issues
de géniteurs du bassin d'Arcachon est trés satisfaisant.
I1 n'existe ni blocage ni frein de croissance larvaire,
Aprés une semaine de croissance, 94% de la population

larvaire est umbonés.

La comparaison des figures 15 et 16
montre que des véligeres issues de géniteurs du
bassin d'Arcachon maturés a l'extérieur ou dans le

bassin d'Arcachon présentent des croissances similaires.
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Les 2 courbes inférieures (Cancale 1 et Villa Algérienne3)
correspondent 4 des élevages menés avec un changement
d'eau quotidien la premiére semaine. Ceci entraine

une perturbation plus fréguente des larves (Helm et
Millican, 1977).

Dans le second cas (Cancale 2 et Cap
Ferret 4) les véligéres issues de géniteurs maturés
dans le bassin présentent une meilleure croissance
au dela du 8éme jour., Les quelques mortalités
enregistrées (15% au 12éme jour) ne peuvent expliquer

cet écart important de croissance.

Les Crass0strea gigas du bassin
d'Arcachon constituent donc un stock de géniteurs
en bon état. La maturation des hultres
dans le bassin d'Arcachon est suffisante pour donner
naissance 4 des larves viables dont le développement

est tres satisfaisant sous les conditions expérimentales.

Aucun des phénoménes observés in ®itu
dans le bassin d'Arcachon n'est retrouvé. Ceux-ci
ne peuvent donc &tre expliqués par une mauvaise

"qualité"des géniteurs du bassin d'Arcachon.

3.1.2. CARACTERISTIQUES DES LARVES ELEVEES EN
EAU DU BASSIN PRELEVEE EN DIFFERENTS
SECTEURS.

La présence de micro-polluants dans

l'eau des élevages est susceptible de freiner ou
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d'inhiber la croissance de véligeres et de provoquer
des mortalités larvaires (Chapitre II). La notion de
la "qualité biologique" de l'eam du bassin d'Arcachon
a été abordée en induisant des développements
embryonnaire et larvaire avec de l'eau du bassin

prélevées en différents secteurs.

Les géniteurs utilisés étaient des
géniteurs du bassin maturés & l'extérieur (Cancale)
et l'eau était prélevée dans le milieu quelques

jours avant le déclenchement des pontes.

Un premier stock a permis la mise en
élevage de véligeéres en avril 1981 et l'eau utilisée
était celle du Tes (Figure 1). Les conditions
expérimentales étant différentes de celles appliquées
en routine, les résultats obtenus ne seront pas
qétaillés. Précisons cependant, que le développement
larvaire était satisfaisant puisque 93% des véligéres
étaient umbonées dés le 8&me jour et que la mortalité
est restée faible (5% le 12&me jour).

Un deuxiéme stock de géniteurs a été
utilisé pour mettre en élevage en juin 1981 des
véligéres en eau du bassin prélevée au Banc, au Tes et
& Comprian (Figure 1) et nommée par la suite Banc 2,
Tes 2, Comprian 2. Les salinités, respectivement de
32,8%,, 30,6%, et de 24,3%,, décroissant tres
sensiblement lorsque l'on s'éloigne des passes du

bassin, n'ont pas été corrigées.

Pour les trois secteurs considérés, les
taux d'anomalie et de mortalité sont faibles :

inférieurs ou égaux & 5% au 12&me jour d'élevage.
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Les croissances larvaires sont
représentées dans la figure 17 et les données sur
les hauteurs moyennes sont transcrites dans le
tableau XVIII.

Le tableau XIX exprime le pourcentage de
larves appartenant a chaque stade au 6éme, 8éme et 12&me

jour de vie larvaire.

Tous ces élevages ont été poursuivis

jusqu'aux stades pédivéligére et plantigrade.

La "qualité biologique™" de l'eau du
bassin d'Arcachon permet un développement larvaire
satisfaisant dans les trois secteurs considérés. Les
différences de croissances observées entre Banc 2,
Tes 2, Comprian 2 s'expliquent par 1l'abaissement
de la salinité quand on remonte vers le secteur
continental au moment des préléevements. La croissance
des véligéres de Crassostrea gigas est optimale a la
valeur de 25%, a la température utilisée dans nos

élevages (Helm et Millican, 1977).

Des véligéres issues des mémes
géniteurs conduites en eau de 1'Océan ont été décrites
antérieurement (Chapitre III, paragraphe 3.1.1.1.,
Cancale 2). La comparaison des figures 15 et 17 permet
d'établir que la croissance des véligeres est
similaire en eau du bassin et de 1'Océan et est ménme
meilleure lorsque l'eau de Comprian 2 est utilisée.
La également l'écart de salinité explique cette différence.

Aucun des phénoménes observés in situ
dans le bassin d'Arcachon n'est retrouvé. Ceux-ci ne
peuvent donc &tre expliquée par une mauvaise "qualité

biologique™ de l'eau du bassin d'Arcachon,
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TEMPS DEPUIS ORIGINE DE L'EAU D'ELEVAGE

%ECONDATION

(JOURS) BANC 2 TES 2 COMPRIAN 2
1 57,98 ¥ 0,36 58,91.% 0,62 59,17 ¥ 0,47
3 80,54 ¥ 0,84 80,82 ¥ 1,03 83,48 ¥ 0,84
4 92,81 ¥ 1,22 91,27 ¥ 1,60 94,94 ¥ 1,27
6 127,00 ¥ 2,27 123,48 ¥ 2,78 | 133,66 ¥ 2,65
8 139,51 £ 2,61 | 148,29 ¥ 4,35 | 165,34 ¥ 4,99
10 158,47 ¥ 3,88 |168,03 £ 5,78 | 174,55 ¥ 4,64
12 194,33 ¥ 6,69 [202,49 * 5,58 | 199,88 ¥ 5,51

TABLEAU XVIII : Hauteurs moyennes, exprimées en pm, au seuil de 95%,
de véligéres de Crassostrec gigas issues du bassin
d'Arcachon et maturées & l'extérieur -Cancale-. Les
développements embryonnaires et larvaires ont été
réalisésdans de 1l'eau du bassin prélevée en
différents secteurs.

*g8Z L
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LA
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] ! ] ! ! ) i | l
| )
8 3 '68 20V 0 0|52:48'0 :21:79;0
! l |
' ' l ' i |
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12 0, 9 471 v20 | 010 (87,5 1125 , 0 :86 14
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} 1 ! 1 ! 1 ! ] ! ;
TABLEAU XIX Pourcentage de véligéres de Caassostrea gigas au stade petite (P),
évoluées %

E), moyennes (M) et grosses (G). Les géniteurs ont été

maturés & 1l'extérieur de la baie -Cancale-. Les développements

“ o » ’ » i 4 &
embryonnaires et larvaires ont été réalisés avec de 1'eau du bassin
prélevée en différents secteurs.

‘62Tl
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3.1.3. CARACTERISTIQUES DES LARVES ISSUES DE
GENITEURS DU BASSIN MATURES DANS LE
BASSIN D'ARCACHON ET ELEVEES EN EAU DU
BASSIN PRELEVEE EN DIFFERENTS SECTEURS.

Cette série d'expériences fait la

synthése des résultats précédemment acquis,

Des géniteurs du basgin maturés dans
le bassin d'Arcachon ont donné naissance & des
gamétes dont les développements embryonnaire - et
larvaire ont été réalisés dans de l'eau du bassin
d'Arcachon prélevée en avril 1981 au Banc et a
Comprian {(Figure 1) pendant les premiéres heures du
jusant et appelée ultérieurement Banc 2 et Comprian

2. Les salinités n'ont pas été corrigées.

Les pourcentages d'anomalie et de
mortalité sont restés faibles, 5% au 12éme jour

d'élevage.

Les croissances larvaires sont représentées
dans la figure 18, les données sur les hauteurs moyennes

étant consignées dans le tableau XX.

Dés le sixiéme jour, les élevages
conduits en eau du Banc 2 et en celle de Comprian 2
présentent respectivement 71% et 57% de larves

"évoluéeg".

Au 8éme jour, ces derniéres constituent

95% des populations.
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TEMPS DEPUIS ORIGINE DE L'EAU D'ELEVAGE

LA

FECONDATION

(JOURS) ~ BANC 3 . COMPRIAN 3 TES 4
1 60,42 ¥ 0,35 61,42 ¥ 0,31 58,70 ¥ 0,88
2 71,76 ¥ 0,59 72,26 ¥ 0,63 67,39 Y 1,15
4 87,22 ¥ 0,94 88,76 ¥ 1,07 86,45 ¥ 1,91
6 108,60 ¥ 1,59 106,06 ¥ 1,50 105,79 * 2,69
8 127,68 ¥ 1,95 125,19 ¥ 2,12 132,16 ¥ 3,60
10 146,49 ¥ 2,59 147,90 ¥ 3,21 14218 ¥ 4,54
12 165,80 * 4,17 158,31 5,07 177,21 ¥ 6,21

TABLEAU XX : Hauteurs moyennes, exprimées en pm, au seuil de 95%, de véligeéres de
Crassosirea gigas maturées dans le bassin d'Arcachon. Les développements
embryonnaires et larvaires ont été réalisés avec de 1l'eau du bassin
prélevée en différents secteurs,

“BEL
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Le douziéme jour, toutes les véligeéres
sont umbonées. La population larvaire élevée en eau
du Banc 2 est composée de 22% d'"évoluées" et 78% de
"moyenne". Celle conduite en eau de Comprian 2
comprend 42% d'"évoluées" et 58% de "moyennes".

Un deuxiéme stock de géniteurs du
bassin maturé dans le bassin d'Arcachon a donné
naissance a des gamétes dont les développements
embryonnaire et larvaire ont été réalisés en eau du
bassin prélevée, en Juillet 1981 peu de temps aprés
une ponte naturelle dans le milieu, au Tes et appelée

ci apres Tes 4.

Vingt quatre heures apreés la fécondation,

le taux d'anomalie est égal & 12%.

La mortalité quant & elle est faible,

8% au 12éme jour.

La croissance larvaire est représentée
dans la figure 18 et les données sur les hauteurs

moyennes sont transcrites dans le tableau XX,

Quarante six pour cent des véligeéres
sont "évoluées" le 6éme jour. 91% d'umbonées sont
dénombrées le 8&me jour dont 76% d'"évoluées" et 15%

de "moyennes".

Toutes les larves sont umbonées le
12éme jour avec 3% d'"évoluées", 95% de "moyennes"

et 2% de "grosses.
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Ces élevages ont été poursuivis

jusqu'aux stades pédivéligére et plantigrade.

Le développement de véligéres,
issues de géniteurs du bassin maturés dans le bassin
d'Arcachon et conduites en eau du bassin prélevée
en différents secteurs est satisfaisant. Les
mortalités.restent faibles. Aucune inhibition de la
croissance n'ést observée. Au huitiéme jour plus de
90% de la population atteint le stade des "évoluées™"

et peut &tre amenée a la métamorphose.

Des mois d'avril ‘& juillet 1981, la
"qualité biologique" de l'eau du bassin d'Arcachon
ne peut &tre mise en cause pour expliguer les phénoménes
observés dans le milieu naturel. L'eau du bassin
d'Arcachon a une "qualité biologique" suffisante pour
assurer la maturation des produits sexuels des hultres

et un développement larvaire satisfaisant.

3.1.4., DISCUSSION,

La technique des élevages contrdlés
a permis d'obtenir en écloserie des véligeéres de
Crassostrea gigas qui ont été soumises a différentes
expérimentations. I1 a ainsi été démontré que les
échecs répétés de la reproduction dans le bassin

d'Arcachon ne peuvent s'expliquer par

1) la "qualité" des géniteurs du bassin
d'Arcachon;
2) la "qualité biologique" de l'eau du

bassin d'Arcachon.
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Afin de vérifier la validité de ces résultats et d'appréhender
1'influence du facteur thermique sur le développement
larvaire, des véligéres ont été récoltées au cours de la
saison de reproduction dans le bassin d'Arcachon et mises

en élevage contr8lé. Parallélement, le comportement des

populations larvaires en milieu naturel était étudié.

3.2. EXPERIENCES REALISEES AVEC DES LARVES RECOLTEES DANS
LE BASSIN D'ARCACHON.

Au cours de la saison estivale de 1981, deux
émissions larvaires ont eu lieu dans le bassin d'Arcachon.
L'émission des produits sexuels a donné naissance & une
coloration opaque de l'eau du bassin dans les secteurs de
frai. D'autre part, pendant les mois de juillet et aofit 1981,
des péches planctoniques, en vue de suivre 1l'évolution.
larvaire dans le milieu, étaient effectuées quatre fois
par semaine : le lundi, le mardi, le jeudi et le vendredi.

Ces deux criteres ont été appliqués afin de déterminer la
date des pontes et l'dge des larves au moment de leur récolte.

La premiére ponte s'est déclenchée le 7
juillet et des véligeéres ont été récoltées 48 heures aprés.
Celles-ci étaient donc &dgées de deux jours. Le trente
juillet une deuxieéme ponte a permis la récolte de

véligeéres dés les premiéres 24 heures.

La collecte des larves a été réalisée selon

les techniques décrites par His (1976).

L'obtention d'élevage "pur" a eu lieu
comme suit : le zooplancton, & l'exception des véligdres de

Crasso0strnea gigas, et le phytoplancton ont pu &tre
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éliminés par tamisage sur maille de 100 po. Les larves de
Crassostrea gigas ont été. retenues sur un tamis de 32 pm .
Les détritus, féées. et pseudo-féces ont été éliminés par
ringages successifs et par différence de densité. Seules les

larves de 7gpes peu nombreuses, n'ont pu &tre éliminées.

Aprés homogénéisation et observations, les
véligéres ont été réparties et élevées jusqu'a l'dge de
12 jours selon les techniques précédemment décrites

(Chapitre I, paragraphe 1.4.3.).

L'isolation des larves du milieu ayant été
parfaitement maftrisée, seules les expériences réalisées a
partir des véligdres collectées lors de la 2éme ponte
dans le milieu naturel seront exploitées ci-aprés. Ces
véligéres issues de la ponte du 30 juillet 1981 seront
appelées par la suite, larves ou véligéres récoltées.

3,2.1. CARACTERISTIQUES DES LARVES RECOLTEES DANS LE
BASSIN D'ARCACHON ET ELEVEES EN EAU DU BASSIN ET

DE L'OCEAN,.

Des véligéres récoltées ont été élevées en
eau du bassin & la salinité de 32,8%,. L'eau a été prélevée

au Tes (Figure 1) au moment des péches des larves.

Les taux d'anomalie et de mortalité sont
restés faibles respectivement égaux & 2% et 5% le 12¢eme

jour.

La croissance larvaire est représentée dans
la figure 19 et les données sur les hauteurs moyeunes sont

consignées dans le tableau XXI.
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TEMPS DEPUIS ORIGINE DE L'EAU D'ELEVAGE
%%GONDATION
(JOURS) BASSIN OCEAN
1 59,43 % 0,87 59,43 L 0,87
2 68,56 L 0,68 67,31 £ 0,65
i 80,10 £ 1,16 80,82 ¥ 1,33
6 97,46 I 2,80 92,98 T 2,56
8 120,95 L 2,98 115,90 £ 3,41
10 147,07 ¥ 5,66 142,16 L 5,18
12 158,37 L 6,36 154,96 L 5,49

TABLEAU XXTI

: Hauteurs moyennes, exprimées en pm, au seuil de

95% de véligeres de Crasso0strea gigas formées in
situ dans le bassin d'Arcachon aprés la ponte du
30 juaillet 1981 et élevées en laboratoire en eau
du bassin et de 1'Océan.

"8l
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L'analyse démographique des populations
permet de constater qu'au 6éme jour, 35% des larves sont

"évoluées". Ce taux est égal & 85% le 8éme jour.

Au douziéme jour , 96% des larves sont

umbonées dont 31% d'"évoluées et 65% de "moyennes".

Le développement de véligeéres récoltées dans le
bassin d'Arcachon et élevées en eau du bassin d'Arcachon
est trés satisfaisant. Aprés une semaine de croissance,

85% des larves ont franchi le stade des "évoluées".

Comparativement, des véligéres de méme
origine ont été élevées en eau de 1'Océan & la salinité

de 33:3%0-

Le taux d'anomalie est également resté faible
jusqu'au 12éme jour : 2%. La mortalité larvaire légérement,

supérieure n'excéde pas 10% en fin d'expérience.

La croissance larvaire et les hauteurs

moyennes sont représentées dans la figure 19 et dans le
tableau XXI.

Au sixiéme jour, 18% de larves "évoluéesg"

sont dénombrées. Ce taux est égal a 74% le 8éme jour.

Au douziéme jour, 94% des larves sont
unbonées dont 35%"d'évoludes’ et 59% de moyennes.

Les croissances de véligeres récoltées dans le
bassin d'Arcachon élevées en eau de 1'0Océan et du bassin sont

similaires. La "qualité biologigue" de l'eau du bassin
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ne peut donc &tre suspectée. Il en est de méme pour la
"qualité" des géniteurs. Ces résultats confirment ceux
déja avancés. (Chapitre III, paragraphes 3.1.1., 3.1.2.
et 3.1.3.) |

3.2.2. DEVELOPPEMENT DE POPULATIONS LARVAIRES
SOUMISES A UNE BASSE TEMPERATURE.

Les conditions thermiques estivales peu
favorables ces derniéres années, a4 savoir une température
de l'eau du bassin d'Arcachon comprise entre 19°C et 21°C,
ont conduit a penser que ce facteur physique pouvait &tre
responsable des perturbations de la reproduction dans le

bassin d'Arcachon.

Des véligéres récoltées ont été élevées en
eau de 1'Océan & la température.de 18°C, température
particuliérement basse, rencontrée trés exceptionnellement
dans le bassin d'Arcachon en été. La salinité de l'eau
était dé 33,3%,. Cette température a été obtenue en
placant les élevages dans la salle de production algale
4 proximité du climatiseur. Ils étaient recouverts d'un

linge afin de les maintenir a l'obscurité.
g

Les mortalités sont restées faibles et
n'ont pas excédé 5% en fin d'observation. La croissance
larvaire est représentée dans la figure 20. Les données
sur les hauteurs moyennes sont consignées dans le tableau
XXII.

L'analyse démographique des populations
permet de constater qu'au 6éme jour, aucune véligére n'est

"éyoluéde,
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FIG 20 ; influence dune temperature basse

sur lacroissancede véligeres deC. gigas
prelevees danslemilieu lorsde I'émissiaon
du 30- 781 .



TEMPS DEPUIS TEMPERATURE D'ELEVAGE EN DEGRE CELCIUS

LA

FECONDATION

(JOURS) 18 24
1 59,43 ¥ 0,87 59,43 * 0,87
2 64,88 ¥ 0,84 67,31 1 0,65
4 74,06 ¥ 1,73 80,82 ¥ 1,33
6 78,65 ¥ 1,93 92,88 ¥ 2,56
8 81,86 ¥ 3,62 ‘ 115,90 ¥ 3,41
10 106,19 * 5,89 142,16 ¥ 5,18
12 114,56 ¥ 6,60 " 154,96 ¥ 5,49

TABLEAU XXII : Hauteurs moyennes, exprimées en pm, au seuil de' 95%, de véligéres
de Crassostirea gigas, formées in situ dans le bassin d'Arcachon
lors de 1'émission du 30 juillet 1981, et élevées en laboratoire
en eau de 1'Océan & différentes températures.

"Bl
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Au huitiéme jour, seules 4% d'"évoluées"

sont dénombrées.

Par contre, au douziéme jour, 60% des
larves sont umbonées. La population est alors constituée

de 52% d'"évoludes" et 8% de "moyennes"”.

Le comportement de populations larvaires
soumises aux mémes conditions mais élevées a la température
de 24°C ont été décrites antérieurement (Chapitre III,
paragraphe 3.2.1.). La croissance larvaire et les
hauteurs moyennes de ces élevages témoins sont représentées
a nouveau dans la figure 20 et dans le tableau XXII.

Ainsi des véligeéeres de Crass0strea gigas
élevées a la température de 18°C présentent une réduction
sensible de croissance. Leur taux de croissance du ler au
12&me jour d'élevage n'est égal qu'i 58% de celui des

larves témoins.

Bien qu'un ralentissement du développement
larvaire soit observé  lorsque des élevages sont soumis
4 une basse température,des véligeres de Crass0strea gigas
sont susceptibles de se développer. D'autre part les

mortalités larvaires sont faibles.

Ces résultats confirment ceux avancés par

"d'autres auteurs.

Ainsi le taux de croissance de larves D de
Crass0strea gigas & la température de 20°C et pour des
salinités comprises entre 30% et 34% est égal a 49,7% de
celui des témoins conduits & la température de 28°C et a
la salinité de 25%,. La mortalité, quant a elle est
insignifiante, 1% (Helm et Millican, 1977).
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D'autre part dans certaines écloseries
commerciales des élevages larvaires de Crasso0sfaea gigas
sont conduits jusqu'au stade plantigrade & la température
de 20°C (Lucas, 1980).

Il est difficile dans ces conditions d'imputer

aux faibles températures observées ces derniéres années
la responsabilité des échecs de la reproduction de 1l'huitre
~ japonaise dans le bassin d'Arcachon. Rappelons enfin que
ces perturbations ont été retrouvées dans le milieu en aofit 1981
malgré des températures de l'eau du bassin supérieures ou égales
8 229 @,

Ainsi 100.000 larves D/In3 ne permettaient de dénombrer

aprés une semaine que 50 "évoluées"/mB, soit un rapport de

0,5%0.

Comparativement en juillet 1972 pour des
conditions thermiques similaires des émissions diffuses
permettaient de dénombrer aprés une semaine de croissance
dans le milieu naturel 1.200 larves "évoludes"/m> sur les
11.000 larves D/m3 du départ, soit un rapport de 110%,

(His, 1973).

3.2.3. DEVELOPPEMENT LARVAIRE EN ECLOSERIE DE
VELIGERES RECOLTEES DANS LE MILIEU A L'AGE
DE 2 JOURS ET 4 JOURS EN EAU DU BASSIN PRELEVEE
AU MOMENT DE LA PONTE.

Des véligéres dont l'embryogénése s'est
déroulée dans le bassin d'Arcachon évoluent normalement

en laboratoire.
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Afin de vérifier si des larves ayant
séjourné dans le milieu sont susceptibles de se développer
ultéfieurement en eau du bassin mais en élevage contrdlé,
des péches planctoniques ont été réalisées 2 jours et
4L jours apres la ponte du 30 juillet 1981 dans le bassin
d'Arcachon. Peu de véligéres ont été récoltées le Léme
jour, c'est pourquoi seules 4.000 larves/l ont été mises

.
en elevage.

La population de véligéres prélevées dans
le bassin & 1l'8ge de 2 jours présente, au moment de leur
récolte, des faibles taux d'anomalie et de mortalité,

respectivement 2% et 3%. La mortalité atteint 6% en fin

d'expérience.

Sa croissance larvaire est représentée dans
la figure 21 (Jour 2) et les hauteurs moyennes sont
consignées dans le tableau XXIII.

L'analyse démographique de cette population
permet de constater qu'au 6éme jour, 12% des larves sont
"évoluées". Le huitiéme jour 46% des véligéres ont atteint
ce stade. Le douziéme jour 95% des larves sont umbonées

dont 60% "évoluées" et 35% "moyennes".

La mortalité des véligéres récoltées a
1'dge de 4 jours est égale a 6% au moment des prélevements.
Elle atteint 26% en fin d'expérience et touche principalement

les petites larves.

La croissance larvaire de cette population
et les données sur les hauteurs moyennes sont respectivement

présentées dans la figure 21 (Jour 4) et le tableau XXIII.
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FIG 21: croissance desveéligeres, prelevees dans
lemilieu lors de |'émission du 30/7/81 a
I’age de un jour,deux jours etquatre jours
en eau du bassin ’



TEMPS DEPUIS DATE DES PRELEVEMENTS IN SITU DEPUIS LA FECONDATION (JOURS)

LA

FECONDATION

( JOURS) 1 2 4
1 59,43 ¥ 0,87 R .
2 68,54 * 0,68 64,85 ¥ 0,89 S
4 80,10 ¥ 1,16 76,32 1 1,06 64,83 1 0,81
6 97,64 * 2,80 86,58 ¥ 2,48 68,34 ¥ 1,96
8 120,95 ¥ 2,98 102,44 ¥ 3,75 104,40 ¥ 3,64
10 147,07 ¥ 5,66 117,78 ¥ 4,56 120,96 ¥ 5,21
12 158,37 ¥ 6,36 147,48 ¥ 5,43 158,54 t 7,95

TABLEAU XXITIT : Hauteurs-moyennes, exprimées en pm, au seuil de 95%, de véligéres de
Crassostrea gigas, prélevées in situ dans le bassin d'Arcachon lors de
l'émission du 30 juillet 1981 au premier jour, au deuxiéme jour et au
quatriéme jour de vie larvaire. Les élevages ont été conduits & la
température de 24°C avec de l'eau du bassin -Tes- prélevée au moment
de la collecte des véligeéres.

&
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Aucune larve n'est "évoluée" le 6éme jour.
Par contre dés le 8éme jour, 56% des véligéres atteignent ce
stade. Le douziéme jour, 92% des larves sont umbonées. La
population est alors composée de 40% d'"évoluées" et

52% de“moyennesy

Des véligéres ayant séjournées 2 et 4 jours
dans le bassin d'Arcachon sont susceptibles de se

développer en laboratoire.

Les caractéristiques des véligéres récoltées
a 1'4ge de 1 jour dans le bassin d'Arcachon ont été
décrites antérieurement (Chapitre III, paragraphe 3.2.1.).
La croissance larvaire et les hauteurs moyennes de ces
élevages sont représentées & nouveau dans la figure 21
(jour 1) et dans le tableau XXIII. L'examen de la figure
21 pour ces trois séries d'élevage montre gque la
croissance pour les deux premiéres est satisfaisante
avec cependant un léger retard pour les véligéres
récupérées le second jour, Les larves mises en élevage
aprés avoir séjourné quatre joursdans le bassin présentent
au contraire une croissance accélérée. Ce phénoméne peut
8tre expliqué par la plus faible densité des élevages
mais aussi probablement & une sélection naturelle dans
le milieu des individus les plus performants. Si nous
considérons que les véligeéres échantillonnées dans un
méme secteur, mais & différentes dates, sont issues d'une
méme population, l'analyse des tailles au moment de leurs
récoltes permet d'aborder la croissance des véligeres
dans le milieu naturel (fig. 21 et tableau XXIII).

Lorsque les larves sont récupérées i
l'4ge de un jour, leur hauteur moyenne est égale &
59,43 * 0,87 pm. Lorsqu'elles sont récupérées a 1l'dge de
deux jours leur taille moyenne est égale & 64,85 pm £ 0,89 pm .
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I1 y a donc croissance des larves D dans le milieu pendant
les premiéres 24 heures. Lorsque ces véligéres sont
récoltées a l'dge de 4 jours, leur hauteur moyenne

est égale & 64,83 pm i 0,81 pm, c'est a dire identique &
celle des larves récoltées le 2éme jour. I1 y a donc
blocage de la croissance larvaire dans le bassin d'Arcachon
dées le second jour. Ainsi du ler jour au 4éme jour, le
taux de croissance des véligéres se développant dans le
milieu a la température moyenne de 22°C n'est égal qu'i
26% de celui de larves de méme origine mises en
écloserie dés le premier jour & la température de 24°C.

3.3. DISCUSSICON.

Des véligeres récoltées dans le bassin évoluent
normalement en laboratcire. A l'inverse, leur croissance
est bloquée dans le milieu au dela du 2&me jour. Ces !
observations aménent & penser qu'il existe dans le bassin
d'Arcachon un ou plusieurs facteurs d'agression que l'on
ne retrouve pas en laboratoire. Essayons de dégager les
principales modifications induites par la technique
d'élevage en milieu contrdlé sur l'eau de mer dans laquelle

vivent les véligéres.
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1) La filtration de 1l'ezu de mer.

L'eau utilisée pour la conduite des élevages est celle
du bassin qui ne subit qu'une filtration sur

cartouches et membrane. Bien que la charge particulaire
de 1'ecau d'Arcachon soit peu importante, il sst
indéniable que ce traitement modifie celle-ci puisque
les particules sont retenues sur les filtres : a chaque
renouvellement le teneur en particules de l'eau des
dlevages est inférieur ou égale & 300 & l'issue de la
filtration. Il y a probablement aussi modification de

la fraction colloidale de l'eau de mer.

Par contre, les paramétres physicochimiques de cette
derniére ne sont pas affectés par ce traitement

(Prieur et Carval, 1979).

Des anomalies du tractus-génital chez des mollusques
gastéropodes ont été déceldes & proximité des ports
de plaisance et induites en laboratoire par l'acétate
de tributyle étain (Smith, 1981). Féral (1982)
provoque ces mémes anomalies en utilisant’'de l'eau de
mer filtrée & 0,22 pm prélevée & proximité des ports
de plaisance. Malgré la filtration, l'eau de mer
conserve toute sa toxicité : le, ou les éléments
responsables, figurent donc dans la fraction soluble,
Rappelons a cet effet que l'eau du port de plaisance
d'Arcachon filtrée ne permet pas un développement
embryonnaire ni un développement larvaire normal ches
Crass0strea gigas (Chapitre 11, paragraphe 2.2.3,).
D'autre part, la mise en solution de composants
toxigues dans l'eau de mer est indispensable pour
qu'ils puissent exercer leur action au niveau des

organismes en fixation (Callame, 1976; Alzieu, 1981).
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2) L'appcrt de nourriture.

Le nannoplancton végétal représente l'essentiel de la
nourriture des larves (Lucas, 1982). Ces dernidres doivent
gtre nourries de fagon trés réguliére car le jeline leur

est fatal (Lucas, 1975). C'est pourquoi les élevages de
laboratoire regoivent quotidiennement un volume déterminé
d'algues monocellulaires. La quantité et la gqualité de
‘nourriture présente dans l'eau de mer originelle est donc
modifiée., Sans pouvoir quantifier la prise de nourriture par
les véligéres, on peut, par simple observatiocn de la
coloraticn du tractus digestif des larves au microscope
photonique, aborder leur comportement alimentaire. Ainsi
l'absorption d'algues se caractérise par la coloration jaune
verte de la glande digestive des larves D &gées de plus de
2/ heures & la température de 24°C. A l'inverse, si les
élevages ne recoivent pas de nourriture, les larves sont
peu colorées ; elles présentent un aspect grisftre. La

méme approche peut étre réalisée sur des véligéres préle-
vées dans le milieu naturel., Une treés faible coloration

des larves dans le bassin d'Arcachon a été observée deés
1976 (HIS, 1976) et le phénoméne s'est maintenu jusqu'a
jusqu'a la saison de 1981, Par contre, des véligéres
prélevées dans le milieu & 1l'dge de 1 jour et amenées au
laboratoire, présentent 24 heures aprés leur mise en
élevage une coloration de leur masse viscérale qui n'existe
pas chez les larves du méme &Age récoltées dans le milieu
naturel 48 heures aprés la ponte. Il en est de méme

avec des véligéres prélevées dans le bassin d'Arcachon

4 jours aprées la ponte.
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Celles-ci sont peu colorées (aspect pile). A 1l'inverse
des larves issues de la méme population mais mises en
élevage contrdlé présentent au 4&me jour une coloration
du tractus digestif. Dans le milieu naturel, la
croissance des véligéres n'est observée que jusqu'a
l'dge de 2 jours. La croissance des larves D du ler

au 2éme jour peut s'expliquer par l'utilisation de leur
réserves vitellines (Wilson, 1978). Dépassé ce délais
il est nécessaire d'apporter aux élevages, en écloserie,

du phytoplancton.

L'ensemble de ces observations nous conduit & penser
qu'il y a dans le bassin une perturbation du régime
trophique des larves. Celles-ci ne semblent pas

s'alimenter.
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CONCLUSTION GENERALE.

Une bonne maturation de Crass0strea gigas en
circuit fermé a été obtenue.L'utilisation de l'eau de la
baie a permis le développement satisfaisant des algues
monocellulaires utilisées pour le conditionnement des
géniteurs et la nutrition des véligéres. De méme la
technique des élevages larvaires a pu &tre maitrisée. Les

.points suivants ont été acquis :

Les peintures antisalissures, & base de cuivre et
surtout celles a base d'organostanniques présentent
un danger certain pour la reproduction de l'huitre
creuse. Toutefols, les Crass0slrea gigaes du bassin
d'Arcachon constituent un stock de géniteurs pouvant

donner des larves viables.

La "qualité biologique" de l'eau du bassin a été
suffisante en tout temps et en tous lieux pendant la

" durée des expérimentations pour permettre une croissance
larvaire normale. Bien que des anomalies soient
décelées, l'eau du port de plaisance d'Arcachon permet
en laboratoire un développement larvaire non observé

dans le milieu naturel.

I1 est difficile dans ces conditions d'expliquer les
phénomenes observés dans le bassin d'Arcachon par une
action directe des toxiques libérés par les peintures

antisalissures sur les véligeéres de Crass0strea gigas,
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le facteur thermique a une influence sur la croissance
larvaire mais ne peut &tre évoqué pour expliquer les

anomalies de la reproduction.

Des larves D prélevées dans le milieu naturel évoluent
normalement en laboratoire tandis que la croissance

de ces mémes véligéres est bloquée dans le bassin
d'Arcachon dés le 2éme jour. Ces faits ainsi que la
faible coloration des larves du milieu naturel nous
conduisent a penser qu'il y a perturbation de leur

régime trophique.

A 1'issuede ces travaux, plusieurs hypothéses

peuvent &tre émises

- Action synergique de différents facteurs dont
l'action individuelle n'a que peu ou pas d'action

sur le développement larvaire.
-«

- Développement anormal du nanoplancton dans le
bassin d'Arcachon sur un plan guantitatif ou

gualitatif.

Le retour & un développement larvaire satisfaisant,
s'accompagnant d'un captage abondant dés 1'été 1982, n'a pas
permis la vérification de ces hypothéses (photo9). Cependant, un
certain nombre de faits plaident en faveur de notre
interprétation : au cours de 1'été 1982, une étude préliminaire
du phytoplancton fait apparalftre la coincidence des périodes
de floraison nanoplanctonique et d'émissions larvaires de
Crassostrea gigas (Maurer et al., publication sous presse).

Le suivi et l'analyse des populations naturelles
au cours de 1'été 1982 a permis de noter la coloration
jaune verte du tractus digestif des jeunes véligéres au

microscope photonique. (His, communication personnelle),.
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I1 en est de méme au cours de 1'été 1983 ol des contrbles
ont été effectués sur des larves D au microscope a
épifluorescences Le microscope & épifluorescence permet
de reconnaitre dans le tube digestif des larves, gréce a
la transparence des tissus et de la coquille, la
fluorescence naturelle de la chlorophylle des algues
ingérées (Lucas et Rangel, 1982). La coloration jaune verte
des larves D du milieu naturel observée au microscope
photonique correspond & une absorbtion et & une digestion
algale. D'autre part, en laboratoire des jeunes véligéres
non alimentées et présentant une coloration grisétre

n'émettent aucune fluorescence.
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photo n° 1 - Véligéres de

Crass0strea gigas

du bassin

d'Arcachon 4gées de 8 jours (1976).

photo n°® 2 - Unité de conditionnement.
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photo n® 3 - Dispositif de filtration

1) bonbonne d'eau de mer 2) pompe
3) cartouche filtrante L) sortie d'eau
"préfiltrée”
5) filtration sur membrane .6) sortie d'eau
Millipore "filtrée"

7) climatiseur

photo n° 4 - Culture d'alguesmonocellulairesien ballon de 6 litres,

% . . ’ .
servant & la nutrition des elevages larvaires.



photo n® 5 - Enceintes thermostatées d'élevage.
1) seau en matiére plastique

2) dispositif incutrol
3) bocal de 2 1l..en verre

,) thermographe.

photo n°® 6 - Embryons de

Crassostrea gigas formés en présence
de T.B.T.O.

a la teneur de 2,5 Fg/l (équivalent &
la concentration

C > de BFg/l de T,B.T.) 24 heures
apres fecondation.



photo n® 7 - Larves D de Crass0strea gigas formées en pré-

sence de T.B.T.0. a la teneur de 0,8 Fg/l

(équivalent a la concentration de 1pg/l de

T.B.T.) 24 heures aprés fécondation.

photo n® 8 - Larves D de Craass0strea gigas 24 heures apres
fécondation.



photo n® 9 - Véligéres de Crasso0strea gigas du bassin d'Arcachon
agées de 8 jours (1983).



