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) Quelques données économiques sur la production ostréicole

L'huitre pacifique Crassostrea gigas a été nommeée par Thunberg en 1795. D'origine
asiatique (Japon, Chine, Corée), elle a été introduite dans de nombreuses autres régions du monde
(Coleman, 1986; Grizel, 1996) et représente aujourd’hui 86 % de la production mondiale d'huitres
(Données FAO). Malgré son importance commerciale, elle n'a pas encore été génétiquement
améliorée et peut donc étre considérée comme "non domestiquée". La principale source du cheptel
en France est le captage naturel, issu principalement de la reproduction des huitres dans les bassins
d'Arcachon et Marennes-Oléron.

La production frangaise de l'huitre creuse Crassostrea gigas se positionne, avec 144 000
tonnes, au 3™ rang mondial aprés le Japon (225 000 t.) et la Corée (185 000 t.). La production
chinoise est mal connue mais est sans doute importante. L'ostréiculture, par son volume de
production, est la premiére activité aquacole en France avant la mytiliculture et I'élevage de la truite.
Malgré son importance dans I’économie mondiale (2 900 000 tonnes produites en 1996, données

FAO), tres peu de programmes de sélection ont ét€ mis en ceuvre sur cette espece.

2 Historique de l'ostréiculture en France

La fagade nord Atlantique et notamment le littoral frangais a longtemps été le lieu privilégié
d'importants gisements naturels d'huitres plates Ostrea edulis exploités intensément pendant des
siecles, par simple collecte. L'intensification de la péche a contribué au déclin des gisements
d'huitres plates déja affaiblis par des épisodes de mortalité. Les plus importants ont eu lieu en 1920
et a la fin des années 1960 et 1970 avec respectivement l'apparition des parasites Marteilia
refringens (protozoaire parasite du systéme digestif) et Bonamia ostreae (protozoaire parasite des
cellules sanguines). En 1868, le bateau "Le Morlaisien", transportant des huitres creuses
Crassostrea angulata en provenance des cotes du Portugal, s'est réfugié dans l'estuaire de la
Gironde au cours d'une tempéte l'obligeant a rejeter sa cargaison a la mer. L'expansion de I’huitre
creuse Crassostrea angulata a été ensuite trés rapide jusqu'en 1971 ou elle disparait suite a la
"maladie des branchies", infection virale engendrée par un agent pathogéne de type iridovirus
(Comps er al., 1976). Pour "sauver" l'activité ostréicole, des populations d'huitres japonaises
Crassostrea gigas en provenance du Japon et du Canada ont été introduites en France (Grizel et
Héral, 1991), aidés par I’absence de compétiteur (l'huitre portugaise étant restreinte au sud de
I'Europe au moment de l'importation massive, et les stocks d’huitres plates Ostrea edulis ayant

fortement diminug).
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La figure 1-1 illustre I'historique de l'activité ostréicole frangaise du 20éme siecle et
I'évolution de l'importance économique de chaque espece.

kA Systématique de Crassostrea gigas

Crassostrea gigas appartient a I'embranchement des Mollusques, classe des Bivalves, Ordre
des Fillibranches et a la famille des Crassostreidae (Grasset, 1960; tableau 1-1). La systématique des
mollusques est complexe et sujette a des controverses. La classification originelle repose sur des
critéres anatomiques tels que la forme de la coquille, la charniére, la structure des branchies,

I'ouverture palléale, la présence ou l'absence de siphons etc.

4. Répartition géographique

Crassostrea gigas est naturellement présente dans I'Océan Pacifique, en Russie (Okhostsk;
Vladisvostock), dans 1'ile Sakhalin, au Japon, en Corée, a Taiwan. Cette espéce a été introduite
volontairement ou non dans différentes parties du monde et sa reproduction dans le milieu naturel se
fait avec plus ou moins de succes sur les cotes nord américaines du Pacifique, au Cap (Afrique du

Sud), en Tasmanie (Australie), en Europe et en Nouvelle Zélande (Smith, 1986).

5. Anatomie

Les caractéristiques principales des mollusques sont, d'une part la mollesse de leur corps
non segmenté et d'autre part, la géométrie de la coquille le plus souvent calcaire, parfois chitineuse
avec ses nombreuses variétés de forme.

Le corps d'un mollusque se compose fondamentalement de 5 régions distinctes (figure 1-2):

- une zone antérieure comprenant les récepteurs sensoriels et l'appareil buccal,

- le pied, orienté du coté ventral,

- le sac viscéral composé de la partie principale du systéme digestif (estomac et glande digestive),
du cceur, des reins et des gonades,

- le manteau, repli tégumentaire entourant le sac viscéral et formant une cavité palléale renfermant
les branchies ou cténidies et dans laquelle débouchent l'anus, les orifices génitaux et rénaux,

- la coquille ou test protégeant le corps de I'animal.

Les lamellibranches ou bivalves se distinguent par leurs branchies en lamelles et leur
coquille transformée en un systéme a 2 valves articulées par une charniére. L'appareil complexe de

fermeture est formé de deux muscles adducteurs et d'un ligament élastique reliant les deux valves.

13



PARTIE | INTRODUCTION GENERALE

160000 -
1 40000
. 1z0000
= 10000
o
g 80000
B GOODD
“ 4p000
20000
[ § } —
= L] [} [ =] 9 (=] L] Lo’} = Q
(=] — 4 o W L] - o (=]
3 s @8 & - @ o e - 8
Années

figure 1-1: Production ostréicole en France depuis le début du siecle: tonnage par espéce. WWIL:
“deuxieme guerre mondiale (D'apres Goulletquer & Héral, 1997).

tableau 1-1: Systématique de Crassosirea gigas

Embranchement MOLLUSQUES
Classe BIVALVES/LAMELLIBRANCHES
Ordre FILLIBRANCHES
Sous-Ordre ANISOMYRIA
Super-Famille OESTREIOIDEA
Famille CRASSOSTREIDAE
Genre CRASSOSTREA
Espéce Crassosirea gigas

figure 1-2: Diagramme-type d'un mollusque (D'aprés Grasset, 1961): a, partie aniérieure; ¢, coeur;
go, gonade; e, estomac; gd, glande digestive; co, coquille; cp, cavité¢ palléale postérieure; ct,
cténidie; p, pied. ¢, go, e et gd constituent le sac viscéral.

14



PARTIE 1 INTRODUCTION GENERALE

Leur mobilité trés réduite peut chez certaines espéces se faire par la contraction de ces deux
muscles et I'étirement du ligament. Le systéme nerveux, décentralisé au maximum, fait de ce groupe
un groupe d'acéphales.

Crassostrea gigas est une espece de grande taille par rapport aux autres espéces du méme
genre, qui peut atteindre 30 cm de longueur au stade adulte (figure 1-3). La forme de la coquille est
en général tres irréguliére et dépend fortement du substrat sur lequel I'animal a grandi ainsi que la
densité. [.a surface externe peut étre lisse ou plus ou moins crénelée. La valve droite (supérieure) est

plus plate et plus petite que la valve gauche (inférieure) (Quayle, 1988).

6. Cycle de vie
6.1 Reproduction

Les bivalves n'ont pas de chromosomes sexuels et possédent potentiellement les deux sexes.
Cette particularité se traduit par un hermaphrodisme juvénile s'orientant parfois vers un
gonochorisme (animaux a sexes séparés). Les huitres adultes présentent une reproduction sexuée,
les géniteurs produisent des gametes males ou femelles. L'huitre creuse Crassostrea gigas est
ovipare et présente un hermaphrodisme asynchrone, correspondant a des maturations déphasées des
lignées male et femelle, et une sexualité alternative (gonochorisme apparent masquant un
hermaphrodisme alternatif) entrainant un possible changement de sexe chaque année.

Le milieu (température et nutrition), mais aussi des facteurs hormonaux internes, semblent
contrdler le déterminisme du changement de sexe (voir Guo et al., 1997).

La maturation et plus précisément la gamétogénése apparait au printemps. Lorsque les
gameétes sont matures, les géniteurs les expulsent dans l'eau de mer environnante ("ponte"), la
fécondation étant externe. Le nombre d'ovocytes et de spermatozoides produits chez les huitres
creuses dépend de la taille des géniteurs et des conditions trophiques (quantité¢ et qualité du
phytoplancton disponible). Il varie de 20 a 100 millions (Marteil, 1976) pour les gamétes femelles et
de l'ordre du milliard pour les gamétes males. La mortalité naturelle est considérable et on estime a
0.1 % le taux de survie a 2 mois. Pour 1 million d'ovocytes libérés dans le milieu par la femelle,

moins de 1 000 descendants atteindront 1'dge de 2 mois.
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6.2 Développement

Le développement embryonnaire précoce est trés bien ciudié chez cetie especes dans le

cadre des recherches en eytogénétique (Gérard ¢f af., 1994). La premicre division de l'eul a lieu 45

minutes apres la fécondation.

figure 1-3: Vue externe de Crassostrea gigas au stade adulte (3 ans), taille commerciale.

Les divisions successives sont rapides et aboutissent a la formation d'un embryon de type
morula (16 cellules, figure 1-4 photos 7 et 8). Cet embryon entre dans une phase de développement
pour former une larve trochophore libre mais incapable de se nourrir (Verdonk et van den
Biggelaar, 1983; Strathmann, 1987a). En 24 heures, le stade trochophore se termine avec le
développement de I’organe de nutrition et de locomotion (le velum, larve de 13 jours, figure 1-4
photo 11), de la glande coquilliére et de la premiére coquille larvaire (Prodissochonche I, Raven,
1966; Le Pennec, 1978). Cette transformation aboutit & la formation de la larve véligere, libre et
capable de se nourrir (Strathmann, 1987b). Sa croissance est lente, 4 a 5 pm par jour a 23 °C (Le
Pennec, 1978). La larve a alors une forme de D avec la charniere rectiligne et la coquille arrondie,
c'est le stade couramment appelé "larve D" de taille avoisinant 70 pum (figure 1-4 photo 9). A ce
stade, se forme la seconde coquille larvaire (Prodissochonche II, Le Pennec, 1978). Le stade
véligere peut durer quelques semaines mais, selon les conditions environnementales, il peut étre

prolongé (Pechenik, 1987). Dix jours aprés fécondation, lorsque la taille est de l'ordre de 100 pm,
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la coquille (I'umbo, figure 1-4 photo 10). L'organe sensoriel principal apparait, pigmenté, donnant a
ce stade le nom de larve oeillée (figure 1-4 photo 12).

Lorsque la larve atteint environ 300 a 350 pm, en moyenne au 20°™ jour de la vie larvaire,
son comportement est modifié. Celle-ci étend son pied a la recherche d'un substrat donnant a ce
stade le nom de larve pédivéligére (figure 1-4 photo 12, pied visible). Ce comportement particulier
(décrit chez Argopecten purpuratus par Tapia et al., 1993) annonce la fixation de la larve sur un
substrat solide, puis la métamorphose.

LLa métamorphose a la fin du stade véligére comprend des changements morphologiques
incluant la perte du velum et la formation du syst¢éme d’alimentation adulte (branchies et palpes
labiaux). Cette seconde transformation aboutit au stade juvénile avec un mode de vie benthique qui
persistera le reste de la vie de I’animal (Bayne, 1983; figure 1-4 photo 13 et 14).

Le stade larvaire permet une dissémination de I’espéce importante. La distance de dispersion
dépend de la vitesse et de la direction des courants d’eau transportant les larves et également de la
durée de vie larvaire. Cette durée, chez la plupart des espéces de bivalves, n’est pas fixée a I’avance
(Pechenik, 1990) et de nombreuses études montrent que les larves peuvent retarder leur
métamorphose (Crisp, 1974: Scheltema, 1974; Pechenik, 1990 (tableau 1)). Toutefois, la
métamorphose ne peut pas étre indéfiniment retardée, il a été démontré qu'en laboratoire celle-ci
apparait de fagon spontanée aprés un temps critique, variable selon les espéces, déterminé par une
horloge interne (Chia, 1978; Pechenik, 1980; 1984a).

L’impact de la vie larvaire sur la vie juvénile et adulte est une question qui s’est posée a
maintes reprises dans les écloseries ou les sens pratique et économique poussent a €liminer les
larves de petite taille pour ne conserver que les gros individus (Losee 1979; Malinowski, 1988;

Hilbish er al., 1993).

7. Elevage

Bien que le cycle complet de l'huitre creuse soit maitrisé en écloserie, la grande majorité de
la production ostréicole repose principalement sur le captage de larves dans le milieu naturel. La
premiére phase essentielle pour I'élevage, le captage, consiste a offrir aux larves des supports
(collecteurs) pour assurer leur fixation. Pendant la période de reproduction des huitres, les
collecteurs sont disposés dans le milieu naturel dans des zones réputées propices au captage des
larves de Crassostrea gigas. Les principaux sites de captage en France sont le bassin d'Arcachon et

le bassin de Marennes-Oléron.
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Fécondation

13 jours

12

17 a 30 jours

a partir de | an

Méitamorphose

figure 1-4: Cycle de développement de Crassostrea gigas a 23 °C. 1. Ovocyte en cours de
maturation, 2, 3 et 4 Ovocyle mature, 5. Embryon stade 4 cellules, 6. Embryon stade 16 cellules, 7
et 8 Embryon stade Morula, 9. Larve stade D, 10 et 11 Larve de 13 jours (u: umbo, v: velum), 12.
Larve stade pédivéligére (p: pied, o: organe sensoriel), 13. Post-larves fixées sur plaque PVC, 14.
Juvéniles (environ 6 mois), 15. Géniteur mature. (photos IFREMER LGP)
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L'IFREMER effectue des prélévements réguliers pour détecter la présence de larves prétes a
se fixer et informe les ostréiculteurs de la période optimale pour la pose des collecteurs. Les
collecteurs utilisés sont des lames, tubes ou cadres en plastiques, des tuiles chaulées, des ardoises
entrecroisées (pieux), ardoises enfilées dans une tige de fer (cartelettes) ou tout simplement des
anciennes coquilles d'huitres creuses ou de coquilles St Jacques enfilées dans une tige de fer. Des
phénoménes de mortalité associés au virus de type herpesviridae (Renault er al., 1994) sont apparus
dans le milieu naturel et dans les écloseries. Ce probléeme pathologique a récemment freiné les
productions de naissain en écloserie. Trois a 4 mois apres le captage si la croissance est rapide ou 8
a 10 mois si elle est lente, les collecteurs sont dédoublés pour éviter I'entassement entrainant une
croissance anarchique et l'impossibilité de séparer les individus sans dommage. Le naissain reste en
croissance sur les collecteurs 3 @ 9 mois jusqu'a atteindre une longueur de 2 a 4 cm. Le naissain est
ensuite désolidarisé des collecteurs (opération de détroquage), manuellement, a I'aide d'une lame
métallique ou a la machine puis stocké dans des poches en plastique de maille adéquate. Dans la
région de Marennes-Oléron, ces poches sont surélevées sur des tables ostréicoles, concédées aux
ostréiculteurs (parcs, concessions). Réguliérement les poches sont retournées pour enlever le limon,
les prédateurs et les compétiteurs (étoiles de mer, moules, crépidules ...).

Le travail d'entretien en ostréiculture repose sur le tri des animaux a toutes les étapes du
développement. Dans les écloseries, les larves et le jeune naissain sont tamisés et les individus les
plus petits sont réguliérement éliminés. Par la suite, les juvéniles et adultes sont également triés. La
calibration finale avant commercialisation permet de proposer plusieurs produits de taille, prix et
qualité différents sur le marché. Une classification par taille a été adoptée et le prix de vente varie
selon ces catégories. Ces opérations de tri permettent d'éliminer les animaux moribonds pouvant
géner la croissance des individus performants. Au stade larvaire, le tamisage permet également de
réduire la période de fixation: les grosses larves sont plus fréquemment compétentes pour la fixation
que les petites larves.

L'intensification de [l'ostréiculture dans le bassin de Marennes-Oléron, pousse les
professionnels a transférer les stocks d'huitres vers des sites de grossissement plus favorables situés
en Normandie ou en Bretagne. Un passage final en claire d'un mois, permet de commercialiser les
huitres sous le label "Fines de Claires" (label rouge) ou "Spéciales de Claires", spécifique a la région
de Marennes. Les huitres stockées dans ces claires se chargent en glycogéne, engraissent et
¢ventuellement verdissent, donnant une qualit¢ de chair spécifique. Cette qualité est due a la
présence d'une microalgue présente presque exclusivement dans le bassin de Marennes-Oléron, la

navicule bleue Navicula ostrearia.
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8. Un grand nombre de questions sans réponses

La grande majorité des pratiques ostréicoles ont ét¢ acquises par I'expérience. L'huitre creuse
est une espece non domestiquée dont la production repose sur une phase de péche: le captage du
naissain. Le cycle de vie de l'espéce est parfaitement maitrisé dans les écloseries, mais ces dernieres
ne fournissent le naissain qu’a un trés faible nombre d'ostréiculteurs en France. Néanmoins, cette
production est cruciale dans les pays ou l'espéce ne se reproduit pas naturellement (exemple de la
cote ouest des USA) et est une étape indispensable dans les programmes de sélection, pour la
génération et la dissémination du progres génétique (exemple des huitres triploides).

Le contréle de la maturation des géniteurs et de la fécondations in vitro sont des pratiques
courantes dans les écloseries expérimentales et commerciales. Dans la pratique, la reproduction de
Crassostrea gigas dans les écloseries privées se fait par mélange des produits génitaux d'un certain
nombre de géniteurs obtenus soit a l'issue de ponte naturelle soit artificiellement par scarification
des gonades. La bonne qualité des gamétes est une donnée cruciale pour cette étape du cycle qui
conditionne le développement embryonnaire et la mortalité précoce. L'état des animaux utilisés
comme parents se répercute en général sur l'état des gametes et sur les performances de la
descendance. La difficulté est d'estimer la qualité de la descendance aux stades précoces, pour €viter
les effets de milieu qui en général sont trés forts et masquent les autres effets. Les progres de la
biologie moléculaire et en particulier la découverte de la PCR (Réaction de Polymérisation en
Chaine) ont permis la découverte de marqueurs génomiques trés polymorphes tels que les
microsatellites. Cet outil, désormais disponible au laboratoire (dans le cadre de 1'Unité de Recherche
Marine, URM 16), a été utilisé sur I'huitre plate puis sur I'huitre creuse. Il permet de connaitre sans
ambiguité les parents d'un descendant au stade larvaire et ainsi de répondre & un certain nombre de

questions:

- Existe-il des phénoménes de compétition entre gameétes ?
- Y a-t-il des phénoménes de mortalité différentielle entre les descendants de plusieurs
parents ?

- La croissance au stade précoce est elle dépendante des parents ?

Des contraintes zootechniques poussent les écloseurs a pratiquer des tamisages successifs
aux stades larvaires et a éliminer les individus les plus petits. Cette pratique est indispensable dans
la gestion des €closeries pour éviter que des individus affaiblis par des problemes pathologiques ne

contaminent l'ensemble des populations larvaires. La conséquence de tels tamisages sur la
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croissance aprés métamorphose reste cependant méconnue. Ainsi. les deux questions auxquelles il

est crucial de répondre a l'aide d'arguments scientifiques s’énoncent ainsi:

- Quelle est la relation entre la croissance larvaire et la croissance post larvaire chez

I'huitre creuse Crassostrea gigas ?"

- Quelles sont les conséquences des tamisages sélectifs pratiqués couramment en écloserie ?

La plupart des études de croissance et de physiologie chez Crassostrea gigas concernent des
populations naturelles dans un environnement variable, le plus souvent le milieu naturel. Dans un
programme de sélection génétique, qu'il soit basé sur des critéres de croissance ou de physiologie,
on doit tout d'abord s'assurer de la pertinence des critéres de sélection. Dans cette optique, les
conditions environnementales doivent étre contrdlées pour étre les plus homogeénes possibles. A
notre connaissance. aucune donnée publiée n'évalue la possibilité de sélection basée sur des
performances de croissance ou des performances physiologiques chez Crassostrea gigas en
écloserie. Des questions fondamentales sur ces caractéres restent sans réponse: dans quelle mesure
les performances de croissance mesurées en milieu contrdlé sont-elles constantes dans le temps ? En
d'autres termes, un animal performant pour la croissance a un moment de son cycle de vie reste-t-il
performant toute sa vie ? Dans quelle mesure les conditions environnementales d'un élevage
perturbent-elles les performances de croissance ?

Les mémes types de question se posent a propos des performances physiologiques. La prise
de nourriture et les dépenses énergétiques conditionnent en théorie le gain de poids d'un animal.
Cependant, la confrontation des données observées et des données attendues montre souvent de
fortes différences pas toujours faciles a interpréter. La question de la stabilité des parameétres
bioénergétiques de base (consommation, ingestion, absorption, consommation d'oxygéne ...) n'a
jamais €té abordée auparavant. Il est néanmoins fondamental de s'assurer de la stabilité dans le

temps d'un caractere avant de ['utiliser comme critére de sélection.

9, Présentation de l'étude

La relation entre les caracteres physiologiques impliqués dans la croissance et leurs bases
geénétiques est toujours sujette a de nombreuses interrogations chez les mollusques bivalves. La
plupart des indications disponibles a I'heure actuelle concernent la relation entre la croissance d'un
individu et I'hétérozygotie du génome révélée par des marqueurs enzymatiques ou la fréquence
d'accidents chromosomiques. Parallélement, un lien entre des fonctions métaboliques de base (turn-

over des protéines, respiration, rendement d'assimilation) et I'hétérozygotie du génome a été mis en
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évidence (Garton ef al., 1984; Jorgensen, 1992; Hawkins et Day, 1997). Des travaux sur la
physiologie des bivalves ont montré que les besoins en énergie associés a une croissance plus forte
sont dus a la fois a un plus faible métabolisme de base, et a des colts énergétiques pour la
croissance moins élevés.

['ensemble de ces résultats montre que les différences de croissance observées ont une base
métabolique et génétique, il souligne I'intérét d'une approche conjointe de la physiologie et de la
génétique de la croissance chez les bivalves.

La gestion des zones de production restant une priorit¢ (Héral, 1994) en particulier dans la
région de Marennes Oléron, 'amélioration que 1'on peut attendre d'une sélection génétique pour un
rendement physiologique plus élevé permettrait une meilleure valorisation des ressources existantes.
En effet, la production ostréicole dans le bassin de Marennes-Oléron souffre d'une forte
intensification avec comme conséquence un appauvrissement des ressources trophiques disponibles
pour la croissance des cheptels d'huitres. Sélectionner des animaux qui prélévent moins de
nourriture du milieu et qui assurent néanmoins une croissance honorable peut résoudre ce type de
probleme.

Une telle stratégie de sélection nécessite un travail préalable de connaissance des bases
génétiques des caractéres physiologiques concernés. Ce travail concernera I'huitre creuse
Crassostrea gigas, principale espéce d'huitre d'intérét commercial en Europe (Héral, 1993). A
I'heure actuelle, aucune gestion génétique des stocks ni aucun programme de sélection ne sont
menés, malgré l'importance économique de cette espéce.

Ce travail s'inscrit en grande partie dans le programme européen FAIR PL 95421
"GENEPHYS" visant a établir les liens entre les performances physiologiques, génétiques et de
croissance chez Crassostrea gigas. La majeure partie des expériences a été faite sur la méme
population d'huitres de méme age obtenue en laboratoire. A partir de l'analyse de la croissance a
différentes étapes du cycle de vie de I'animal, nous essayerons d'apporter des éléments de réponse
quant au déterminisme de la croissance chez Crassostrea gigas.

L'expos¢ des résultats de cette thése s'articuleront en 3 parties:

1. Croissance (partie II):

Cette partie repose en premier lieu sur la construction d'une population en écloserie qui sera
la base biologique de cette étude. La corrélation entre la croissance larvaire et la croissance du
naissain sera étudiée grace a une procédure expérimentale faisant appel aux techniques courantes

d'écloserie (chapitre 1). On pourra ainsi savoir si la croissance avant la métamorphose influence la
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croissance des stades post-métamorphiques et quelles sont les conséquences des pratiques courantes
d'écloseries (tamisage des larves).

La croissance de la méme population sera suivie a des stades différents dans un milieu ou la
nourriture disponible est ad libitum (écloserie de La Tremblade). La relation entre croissance a 3
mois et croissance a 10 mois sera évaluée ainsi que l'impact de la mortalité sur les performances de
croissance (chapitre 2). Les réponses que l'on attend de ce type d'analyse sont importantes étant
donné les pratiques ostréicoles basées sur le tri des individus avec le plus souvent I'élimination des
"queues de lot".

Dans la région de Marennes-Oléron les huitres sont le plus souvent stockées dans des poches
au sein desquelles existent des phénomene de compétition pour l'espace et la nourriture. L'intensité
de ces compétitions augmente avec la densité. Dans un milieu ou la nourriture disponible peut étre
volontairement réduite (nurserie de Bouin), I'impact de la densité sur les performances de croissance
sera étudié au travers d'un suivi individuel. La stabilit¢ dans le temps des performances de

croissance sera €¢valuée dans un milieu naturel riche en phytoplancton, 1'étang de Thau (chapitre 3).

2.: Physiologie (partie I1I)

La relation entre les performances physiologiques et la croissance sera étudiée dans un
milieu volontairement limité en phytoplancton, reproduisant les conditions de forte biomasse
existant dans le Bassin de Marennes Oléron. Les paramétres physiologiques impliqués dans la
croissance seront mesurés: l'acquisition (absorption) et les dépenses (consommation d'oxygene) de
I'énergie. Peu de données publiées a ce jour concernent les performances physiologiques d'une
population d'écloserie et leur relation avec la croissance.

La stabilité¢ des fonctions physiologiques sera évaluée en milieu ad libitum a l'aide d'un
dispositif de mesure en continu de la filtration et de la consommation d'oxygéne. En effet, si de
nombreuses études concernent les performances physiologiques mesurées a un moment donné,
aucune indication de la stabilité dans le temps n'existe dans la littérature et en particulier par des
mesures répétées sur les mémes individus. La synthése de ces données permettra d'établir un indice
de sélection pour les performances physiologiques. La pertinence d'un tel indice de sélection sera

discutée.
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3. Génétique et croissance: apport des marqueurs microsatellites (partie IV)

Le développement de marqueurs moléculaires hypervariables tels que les microsatellites
permet de retrouver aisément les parents d'un individu méme aux stades larvaires précoces. Un
croisement du méme type que le croisement de la population de référence a ainsi été effectué pour
¢tudier la contribution réelle de chaque parent a la descendance et son impact sur la croissance.
Dans un contexte ou seul 0,1 % des ovocytes atteignent le stade post larvaire, en écloserie, il est trés
important de savoir la réelle valeur d'un géniteur. L'acces a la contribution parentale permet d'avoir
une idée de la fécondité et de la valeur sélective d'un individu par le nombre de ses descendants
dans la génération suivante. La comparaison de ces contributions dans 2 types de croisements

controlés permettra ainsi de mettre en évidence des éventuels effets de compétition gamétique.
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PARTIE II Introduction

1. La croissance des bivalves

Chez une grande majorité de bivalves, la vitesse de croissance varie trés largement
entre des individus de méme dge et élevés dans des conditions environnementales similaires.
Singh et Zouros (1978) ont observé des coefficients de variation de 59 % et des différences
dans le poids total allant jusqua un facteur 12 dans un groupe d'huitres (Crassostrea
virginica) de 1 an collectées au stade naissain et élevées dans des cages suspendues. Des
études en laboratoire montrent qu'une part substantielle de cette variation serait d'origine
génétique (voir revues de Newkirk, 1980; 1983; tableau 1) avec des estimations d'héritabilité
élevées. Cette base génétique a été exploitée dans des programmes de sélection ou la vitesse
de croissance a été améliorée avec succeés chez de nombreuses especes (Crassostrea virginica:
Paynter et Dimichele, 1990: Ostrea edulis: Newkirk et Haley, 1983; Saccostrea commercialis:
Smith er al.. 1995). D'autre part, il existe une relation entre hétérozygotie aux locus
enzymatiques et croissance chez les bivalves, documentée chez de nombreuses espéces (voir
introduction partie IV). L'aneuploidie peut également étre une cause de la tres forte variabilité
pour la croissance dans les populations issues d'écloserie et naturelles (Thiriot-Quiévreux.
1986: Thiriot-Quiévreux er al., 1992; Zouros et al., 1996). En effet, une relation négative tres
forte a été démontrée chez Crassostrea gigas parmi les descendants du méme dge d'une
famille de plein-fréres entre le nombre de chromosomes manquants et la longueur de la
coquille (Thiriot-Quiévreux et al.. 1988).

La densité d'élevage des populations est un facteur affectant fortement la croissance de
nombreuses espéces animales (Adams er al., 1994; Rheault er al., 1996). Crenshaw et al.
(1996) ont estimé des héritabilités pour la croissance chez Mercenaria mercenaria dans deux
conditions de densité (faible: moins de 90 individus/m” et forte: plus de 350 individus/m’ ). s
obtenaient une héritabilité positive en condition de faible densité et négative en condition de
forte densité, suggérant que I'ensemble des génes qui déterminent une croissance rapide sous
certaines conditions peut avoir un effet négatif sous d’autres conditions. Ce résultat illustre le
phénomeéne d’interaction forte entre le génotype et le milieu environnemental. Des modéles
issus des €tudes d'écologie ont été proposés pour décrire dans le milieu naturel la relation
entre la croissance et la densité d'élevage chez les mollusques (Fréchette et Lefaivre 1990;
1995). La variabilité spatiale au sein d’un bac d’élevage peut également influer sur les taux de
croissance des individus. L’effet de la position dans une structure d’élevage a été observé
chez Saccostrea commercialis (Sheridan et al., 1996). L'efficacité d'une nurserie est affectée

par la densité pratiquée dans les élevages: la vitesse de croissance diminue par individu mais
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la production globale augmente (Neudecker, 1981) et il est donc possible d'estimer la densité
optimale pour la rentabilité de l'exploitation (Holliday er al., 1991). Les études sur les effets
de la densité de stockage sur la croissance des bivalves cultivés confirme I'importance de la
compétition intra spécifique pour la nourriture, au niveau du bac d'élevage lui-méme
(Holliday et al., 1991; Coté et al., 1996). 1l est cependant étonnant que la diminution de
vitesse de croissance avec des fortes densités d'élevage soit l'un des effet environnementaux
les moins documentés en laboratoire. Dans le milieu naturel, la limitation de nourriture est le
principal facteur qui affecte la croissance: eaux oligotrophes (Peterson et Black, 1993),
compétition trophique (Brock. 1980; Peterson, 1982; Beukema et Cadée, 1986; Jensen, 1992,
1993; Kamermans, 1993: De Montaudouin et Bachelet, 1996), surexploitation (Héral er al.,
1995) ou prolifération des macroalgues (Hull, 1987; Everett, 1994) sont des causes fréquentes
de diminution de la ressource de nourriture disponible. Cependant, les conditions de culture
des bivalves en nurserie et dans le milieu naturel sont trés différentes. Les stocks utilisés dans
les programmes de sélection, maintenus parfois depuis de nombreuses générations en
écloserie, peuvent se révéler trés peu performants lorsqu'ils sont transférés dans le milieu
naturel (Wilkins, 1981; Newkirk, 1983).

La relation entre les performances de croissance a divers stades est plus étudiée. En
effet, les applications dans les programmes d’amélioration génétique sont multiples et en
particulier la possibilité de sélectionner les individus a forte croissance le plus tot possible
dans le cycle de vie. Newkirk er al. (1977a) ont montré que le taux de croissance larvaire est
corrélé positivement avec le taux de croissance de naissain agé de 9 mois chez Crassostrea
virginica. Losee (1979) montre également chez C. virginica que les larves fixées le plus tot
donnent du naissain qui croit plus rapidement a 7 mois. Haley et Newkirk (1978) ont
¢galement estimé des corrélations fortes entre les poids totaux de C. virginica mesurés a
divers stades (entre 2 et 5 ans). Cependant, Newkirk et Haley (1982a) ont montré chez Ostrea
edulis que la relation entre la durée de la vie larvaire et la taille aprés plus de 3 ans de
croissance est négative ou non significative. Newkirk (1981) arrive a une conclusion
similaire: la croissance juvénile a 5 mois est un mauvais prédicteur de la croissance a des
stades ultérieurs (29 et 41 mois) chez O. edulis. Toro et Newkirk (1990a) ont observé des
corrélations génétiques importantes entre le début et la fin de la saison de croissance chez O.
edulis. Chez Ostrea chilensis, Toro et Newkirk (1990b) observent également des corrélations
tres fortes entre les poids ou les longueurs individuelles entre 14, 22, 26 et 33 mois. En
definitive, la littérature montre que la relation entre la croissance aux différents stades de la

vie d’un bivalve est ambigué et quelle dépend trés probablement des conditions
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expérimentales.

tableau 1: Revue des études sur I'héritabilité pour la croissance chez les Crassostreidae et
Ostreidae (Cg = Crassostrea gigas, Oe = Ostrea edulis, Oc = Ostrea chilensis, Sco =

Saccostrea commercialis, Scu = Saccostrea cucculata).

Auteur(s) Espéce Méthode Résultats
Beattie eral., 1930 Cg 13 familles de pleins-freres Ameélioration de la resistance a la mortalite estivale
| genération
Lannan. 1972 Cg 11 familles de pleins-freres Héntabilité pour 14 caractéres liés a la croissance
I génération (poids total a 18 mois. h* =037 £0.2)
Toro et Newkirk, 1991 Oc Sélection massale Héritabilité réalisée pour le poids total et la longueur de la coquille
1 génération (h*=0,34£0,12)
Toro et Newkirk, 1990a  Oe Sélection massale Heritabilité réalisée
| génération (poids total a 18 mois, h* =0,19 0,07)
Toro. 1990 Oe 40 familles de pleins-freres Heritabilité pour poids total et longueur de coquille
1 génération (poids total & 2 ans, h*=0,11 et longueur 4 2 ans, h* =0,24)
Newkirk et Haley, Oe Sélection massale Faible réponse a la sélection dans la seconde génération due
1982b. 1983 2 génerations a une vanabilité insuffisante
Toro eral . 1995 Oc Sélection massale Héritabilité réalisée
| génération (poids total 4 27 mois, k! =0,43 £ 0,18)
Sheridan eral .. 1996 Sco Sélection massale Amélioration dans les méthodes de testage
2 géneérations (mesure de la vanabilité environnementale)
Nell et al. , 1999 Sco Sélection massale Amélioration de 17,8 % du poids total a 18 mois
Jaravabhand et Scu Sélection massale Heéntabilite réaliseée

Thavomvutikarn, 1995 | géneration (vitesse de croissance. h” =0.28 = 0.006)

2. Meéthodes d'étude de la croissance

L’une des caractéristiques essentielle des étres vivants est d’assurer leur propre
croissance en transformant en biomasse les éléments nutritifs puisés dans le milieu
environnant. La croissance d’un organisme s’effectue d’une part par |’augmentation du
nombre de cellules et d’autre part par la croissance de ces cellules. Les données
expérimentales pour caractériser la croissance d’un organisme sont globales et portent sur la
taille ou la masse corporelle. Ces données sont longitudinales et se présentent sous forme de n
couples associant la mesure Yi au temps Xi (i variant de 1 a n) pour un individu donné. Pour
les bivalves, le temps peut étre la durée depuis la fécondation ou depuis la fixation selon le
type de croissance que l'on étudie, i.e. larvaire ou naissain. La croissance est une donnée qui
est étudiée dans tous les modeles animaux ou végétaux exploités ou non. La variable étudiée
peut étre une longueur (longueur totale d’un poisson, hauteur d’une plante ...etc), un poids,
une surface ou méme un volume. Cependant, le poids total est la variable la plus fiable pour
décrire la croissance d'une huitre. En effet, la grande variabilité de forme de la coquille rend la
longueur peu représentative de la croissance excepté lorsque les individus grandissent sur des
collecteurs plans. La mesure répétée dans le temps de cette variable chez un individu permet
d'obtenir une courbe individuelle de croissance. La difficulté du point de vue statistique est
que la méme mesure s’effectue sur un méme individu de maniére répétée dans le temps et que

par conséquent les mesures sont liées entre elles.
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Plusieurs modéles mathématiques s’ajustent particuliérement bien aux courbes
individuelles de croissance. Les modéles les plus couramment utilisés pour décrire les courbes

de croissance sont catalogués au tableau 2.

tableau 2: Exemple de modeéles couramment utilisés pour modéliser la croissance (d'apres
Pavé, 1994).

Modéle Expression mathématique
exponentiel Mi6}:Y, =ae'" +¢
de Weibull M{g}:Y, = a-[i —e j+ £,
de Gompertz Mi{g}:¥, =a-[e'("_“'w}l+£,

I=m —m
de Chapman-Richards M{H}: Y = a{l _[ _ij _e(-r\')Jl e

MY e —I—
logistique " a-b g

Le modele de Chapman-Richards a été utilisé récemment pour comparer la croissance
de populations d'Ostrea edulis sélectionnées pour la résistance au parasite Bonamia ostreae a
des populations témoins (Baud er al.. 1997). Plusieurs algorithmes de calcul permettent de
trouver les parametres a partir des données expérimentales. La procédure SAS Proc NLIN,
dispose de différentes méthodes pour approcher les solutions optimales s’ajustant le mieux
aux données. La modélisation ou le choix d'un modele M{&} pour décrire la courbe de
croissance permet de remplacer de maniere implicite les n couples de coordonnées [Xi, Yi]
par les parametres 6. Ainsi pour comparer des populations entre elles, il suffit de comparer les
parametres spécifiques de ces populations. Les paramétres peuvent ainsi étre analysés par
analyse de variance (Tomassone et al., 1993).

Une autre méthode d'étude permet de s'affranchir de la forme de la courbe de
croissance et de construire un modeéle décrivant les données brutes (poid total ou longueur).
Le mode¢le est de type linéaire classique (effets fixes, effets aléatoires ou mixtes) mais prend
en compte la corrélation des erreurs entre 2 points de mesure. Un modele d’analyse
particulierement bien adapté aux données de croissance est le modéle mixte (procédure SAS
PROC MIXED) permettant de prendre en compte des facteurs a effet aléatoire et des facteurs
a effet fixe dans un modéle expliquant une variable de croissance. Selon le type d'expérience
et selon le but de l'analyse, un effet peut étre considéré comme fixe ou comme aléatoire.

Dans les chapitres qui suivent, nous aurons recours a l'analyse de courbes individuelles

de croissance. La modélisation de ces courbes de croissance sera faite de la maniére la plus
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simple possible, en utilisant un modéle linéaire. En effet, ce type de modele permet de décrire
la performance de croissance par la vitesse de croissance (g par jour), plus simple a interpréter
biologiquement qu'un paramétre d'un modele exponentiel ou non linéaire. Ce type de
modélisation est faisable car les études portent chacune sur une portion de la courbe de
croissance qui s'ajuste parfaitement a un modele de type linéaire. Dans le chapitre 1, les
performances de croissance larvaire et du naissain seront estimées par la vitesse de croissance.
Dans le chapitre 2, la modélisation sera faite sur des portions linéaires de la courbe de
croissance. Dans le chapitre 3, l'expérience montrera que la croissance reste rigoureusement

linéaire sur toute la période du suivi.



CHAPITRE 1

Production d'une population a large base génétique et étude de la
relation entre croissance pré et post larvaire chez Crassostrea gigas



PARTIE II Chapitre 1

1. Introduction

L'influence des facteurs environnementaux sur la croissance larvaire et juvénile (Kirby-
Smith, 1972: McDonald et Thompson, 1985; Pechenik. 1987; Brown, 1988; Rice et Pechenik.
1992) a été étudiée chez de nombreuses espéces de mollusques marins. Les vitesses de croissance
larvaires et juvéniles pour des conditions environnementales données varient énormément entre les
individus. Ces variations sont héritables avant et aprés la métamorphose (Innes et Haley, 1977,
Newkirk 1978: Newkirk er al., 1981; Mallet et al., 1986; Strémgren et Nielsen 1989; Hadley et al.,
1991; Hilbish et al, 1993). Au stade adulte, méme en milieu controlé, une forte variabilité est
observée chez des individus de méme age (Fujio er al., 1979 chez Crassostrea gigas). Pour
expliquer cette tres forte dispersion. il est nécessaire d'avoir a disposition une population a forte
variabilité pour le caractére que l'on étudie. Chez l'huitre creuse Crassostrea gigas, la fécondation
externe, la forte fécondité et la maitrise de la reproduction en milieu expérimental contrdlé
(maturation forcée. récupération des gametes par scarification) permettent de faire des croisements
controlés. Il est en outre facile de conserver le maximum de variabilité pour la taille dés le début de
la vie larvaire en agissant sur la densité d'élevage et la quantité de nourriture. Comme chez de
nombreuses especes d’invertébrés marins, le cycle de vie de l'huitre creuse comprend une phase de
métamorphose impliquant la transformation d'une forme pélagique libre (phase larvaire) en une
forme benthique relativement sédentaire (phases juvéniles et adultes). D'importantes modifications
physiologiques apparaissent pendant la métamorphose (Baker et Mann, 1994) caractérisant la
croissance larvaire par rapport a la croissance juvénile et laissant supposer la mise en jeu de
mécanismes distincts. Chez I'huitre, comme chez la plupart des bivalves marins, la métamorphose
apparait juste apres la fixation de la larve sur un substrat solide. Dans le but d'étudier les
conséquences de la métamorphose sur la croissance post larvaire. des expériences entreprises chez
certaines especes de mollusques consistent a modifier artificiellement par des procédés chimiques
ou physiques la durée de la vie larvaire. Ces travaux ont montré que retarder la métamorphose
affecte la croissance apres métamorphose chez Balanus amphitrite (Pechenik er al., 1993) mais pas
chez Crepidula plana (Pechenik et al, 1996). D'autres études ont été effectuées dans le but de
mettre en évidence une éventuelle corrélation entre les croissances larvaire et post larvaire. Les
résultats publiés a ce jour restent contradictoires (voir introduction). Une relation positive entre
croissance larvaire et croissance post larvaire a été trouvée chez Crassostrea virginica (Newkirk et
al., 1977; Losee, 1979) alors que Newkirk et Haley, 1982a ont conclu a l'absence de corrélation
entre la durée de la vie larvaire (et taille larvaire) et la taille des juvéniles ou des adultes chez I'huitre

européenne Ostrea edulis. De plus, Hilbish ef al. (1993) n'ont pas trouvé de corrélation génétique
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significative entre la croissance des larves de 10 jours et des juvéniles de 9 mois chez Mercenaria
mercenaria. Heffernan et al. (1991) ont montré que sélectionner des adultes pour une forte
croissance chez Mercenaria mercenaria entraine la production de larves a plus faible croissance.

L'intérét pratique en aquaculture de I'étude du couplage entre vitesse de croissance larvaire et
juvénile est évident, en particulier dans les schémas de sélection génétique (Ebenman, 1992:
Stearns, 1992; Hilbish ef al., 1993). De plus, dans les écloseries de bivalves, la pratique courante est
I'élimination des larves les plus petites par tamisage dans le but de réduire le temps d'élevage
larvaire, la variabilité en taille (Bardach er al.. 1972) et donc le coit. Toutefois, l'effet d'un tel
tamisage sur la croissance aprés métamorphose est toujours méconnue, la relation entre croissance
larvaire et croissance juvénile restant ambigué.

Dans cette étude, des géniteurs ont été échantillonnés dans le milieu naturel et des
croisements contrdlés ont été effectués en laboratoire. Un lot de larves a été ainsi produit dans le but
d'obtenir une population expérimentale de référence "hyper variable" pour la croissance. Toutes les
étapes de l'élevage depuis le développement embryonnaire jusqu'au grossissement des juvéniles et
adultes ont été effectuées en condition non sélective et non limitante pour la quantité de nourriture.
Des tamisages successifs ont permis la séparation de groupes caractérisés par des croissances
larvaires différentes. Ces larves ont été mises a fixer sur des collecteurs changés quotidiennement.
De cette maniére, la distribution dans le temps de la fixation a été maximisée et tous les individus
fixés a la fois précocement et tardivement ont été conservés. Cette expérience vise d'une part a
construire une population expérimentale la plus variable possible pour les performances de
croissance et d'autre part a évaluer la corrélation entre la croissance avant métamorphose, et la

croissance juste apres métamorphose.

2. Matériels et méthodes
2.1.  Echantillonnage des géniteurs G0

Des huitres adultes ont été prélevées dans le milieu naturel en janvier 1996 sur 4 sites:
I'estuaire de la Seudre (SEU), le bassin d'Arcachon (ARC), l'estuaire de la Charente (PDB) et la baie
de Bonne Anse (BA) (figure 1-1). Les différentes populations ont été obtenues aupres
d'ostréiculteurs. Le poids total a été mesuré au dixiéme de gramme prés aprés égouttage de l'eau

résiduelle présente sur la coquille. Les pesées seront toujours effectuées de la méme maniére.

L)
(8]
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Port des Barques, PDB

Estuaire de la Seudre, SEU

gi;.

Baie de Bonne Anse, BA

Arcachon, ARC

figure 1-1: Localisation des zones d'échantillonnage pour les populations francaises. 1l s'agit des
principales zones de captage de Crassostrea gigas en France.

lls s’agit de lots d’huitres creuses n’ayant pas subi de tri trop important comme cela est
souvent pratiqué en ostréiculture et présentant une distribution de taille maximale.

Les 4 populations de géniteurs ont été stockées dans les claires du CREMA (L'Houmeau)
jusqu'en avril 1996. Afin de réaliser des analyses physiologiques non destructives (février 1996) et
pour le tirage au sort des géniteurs, 100 animaux par population ont été individualisés par collage

d'une étiquette a la colle Epoxy.

2.2, Croisements

En mars 1996, parmi les 100 animaux par population qui ont ét¢ individualisés, 30 ont été
tirés au sort. Ces derniers ont été maintenus avec des individus non marqués des mémes populations
(témoins de maturation) dans des raceways alimentés avec de l'eau de mer filtrée de méme

température que celle du milieu naturel, 12 °C. La température a été augmentée régulicrement de |
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°C par jour pour atteindre 18 °C, température optimale pour la maturation sexuelle chez
Crassostrea gigas (Andrews, 1979; Alzieu, 1986). Les animaux ont €té maintenus a cette
température pendant environ 6 semaines. L'état de maturation a été évalué par la vérification
réguliere de témoins de maturation maintenus dans les mémes conditions que les géniteurs. Lorsque
la maturation a été jugée suffisamment avancée (mi- avril 1996), les huitres marquées de chaque
population ont été ouvertes et sexées par examen microscopique des produits génitaux (Microscope
BH2 Olympus). Cinq mdles et cing femelles par population ont été tirés au hasard et utilisés comme
géniteurs. Deux types de croisement ont été effectués le 15 avril 1996 (figure 1-2).
e Un croisement factoriel 20 par 20 avec les géniteurs des quatre origines frangaises. chaque
méle et chaque femelle étant croisés entre eux dans toutes les combinaisons possibles (400
couples, 400 croisements). Les embryons issus des 400 croisements ont été regroupés 3 heures
apres fécondation. Par commodité, les descendants de ce croisement seront appelés par la
suite "G1 20X20".
e Des croisements factoriels déconnectés intra-population 5 par 5. Les 5 femelles de chaque
origine ont été fécondées par les 5 males de la méme origine. Pour chaque origine, les 23
croisements ont €té faits séparément et les embryons ont été regroupés 3 heures apres la
fécondation. Par commodité, les descendants de ces populations seront appelés par la suite
"Gl 5X35". Le nom de la population parentale (arc, ba, pdb ou seu) sera utilisé pour désigner

les descendants de chacun des croisements.

Pour assurer une contribution gamétique égale de chaque parent, les 400 croisements
factoriels ont été effectués séparément dans des récipients de 400 ml. Les 40 parents (20 males et 20
femelles: 5 males et 5 femelles par population) ont été ouverts. Les spermatozoides ont été collectés
par scarification ("stripping") de la gonade madle. Le sperme a été dilué avec de I'eau de mer filtrée
sur | pm, puis, stocké a 4 °C. Sa concentration a été estimée sur cellule de Thoma (coloration
préalable a 1'éosine) couplée a un systéme d’analyse d’image (systeme Alcatel/SAMBA). Les
ovocytes des femelles ont été récoltés suivant la méme procédure, filtrés sur un tamis de 60 pum et
comptés sur cellule de Malassez. Pour chaque femelle, 3.000.000 d’ovocytes ont été distribués dans
chaque récipient de fécondation et fécondés séparément par chaque male avec un ratio de 100
spermatozoides par ovocyte. Quatre cents fécondations in vitro ont ainsi été réalisées séparément,
puis regroupées 3 heures apres la fécondation. Un fragment de branchie a été prélevé sur chaque
géniteur pour leur typage ultérieur a l'aide de marqueurs microsatellites (chapitre 6); la glande

digestive et le muscle ont également été prélevés pour typage a l'aide de marqueurs allozymiques.

(5]
i
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Les croisements déconnectés ont été faits séparément selon la méme procédure et les mémes

quantités de gametes.

2.3, Taux de développement

Trois heures aprés fécondation et juste avant le mélange des 400 croisements, des
prélevements ont été effectués pour estimation du taux de développement en épifluorescence. Ces
échantillons ont été fixés pendant 1 heure dans une solution fixatrice a 2 % de formaldehyde préparé
dans un tampon glucosamine-acetate puis lavé dans du tampon sans fixateur. L'ADN nucléaire a
ensuite été coloré¢ a I'Hoechst 33258 a 0,5 pg.ml" (méthode décrite par Dubé er al., 1985).
['observation en microscopie a épifluorescence permet de compter les embryons normalement

développés et d'estimer le taux de développement embryonnaire (Annexe 1: photos 1. 2A et 2B).

2.4 Elevages larvaires

Aprés mélange, les embryons (Annexe 1, photo 3) issus des 400 croisements ont €té répartis
en quatre jarres de 150 litres d'eau de mer filtrée dont la température et la salinité ont vari€ au cours
de I'élevage larvaire respectivement entre 22,0 et 23,2 ° C et entre 31,2 et 32,2 0/00 (moyennes: 22.6
°Cet31.7 0/00). Les larves "G1 5X5" ont été conservées séparément dans quatre jarres de 150 litres
dans les mémes conditions. Toutes les 48 heures, 'état et le stade de développement des larves ont
été appreéciés a la loupe binoculaire (Annexe 1, photo 4).

Un comptage des différents lots larvaires a été effectué par prélévements sur cellule
quadrillée (Graticule Ltd). La taille moyenne des larves a été estimée par mesure de la longueur sur
un projecteur de profil (Profile projector, Nikon; Interface PC) sur un échantillon de 30 larves.
L'échelle de temps sera notée par la suite jX avec X, nombre de jours écoulés depuis la fécondation.
Le pourcentage de larves anormales a été estimé a j1. Pendant ces opérations, l'eau des bacs a été
renouvelée et traitée préventivement avec de faible doses d'érythromycine. La nourriture
quotidienne était principalement constituée d'Isochrysis galbana tahiti a raison de 500 ml de
phytoplancton a environ 21 millions de cellules par ml, pour 150 litres d'eau d'élevage (Helm,
1977). Vingt-quatre heures apres fécondation, un échantillon de larves a été prélevé et congelé a -
20 °C dans I'éthanol absolu pour analyse des microsatellites et tests de diagnostic en pathologie

(détection du virus Herpés par PCR, Renault, comm. pers.).
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figure 1-2: Schématisation du croisement factoriel. Chaque case correspond a un croisement. Les
400 croisements ont été regroupés en un lot appelé 20X20. La diagonale en couleur symbolise les
croisements intra-population qui ont ét¢ refaits séparément. Quatre regroupements de 25
croisements ont donné 4 lots baptisés 5X5.

Les larves ont ét¢ maintenues dans 4 bacs en GRP (Glass Reinforced Polyester) de 150 litres
chacun remplis avec de I'eau de mer filtrée sur 1 pum (température 23 °C et salinit¢ 28 %) et
nourries avec Isochrysis galbana et Extubocellulus criberiger. La quantité totale de phytoplancton
était de 60 cellules/pl ce qui correspond a un régime alimentaire en excés (Nascimento, 1980),
condition indispensable pour éviter la compétition pour la nourriture entre larves et pour maximiser
la variabilité phénotypique. La densité larvaire a jl était de 13 larves.ml’ puis a été
progressivement diminuée a | larve.ml™ a j17, par élimination d’une partie de la population sans

tamisage sélectif.



PARTIE II Chapitre 1

2.4.1. Groupes de tamisage

Quand les premiéres larves pédivéligéres sont apparues, les larves les plus grandes (plus
grand diamétre dépassant 280 um) ont été sélectionnées par tamisage sur maille de 200 pm et mises
a fixer. Le reste de la population larvaire a été gardé dans les bacs d’élevage larvaire. Plusieurs
tamisages successifs ont été effectués permettant a chaque fois de séparer les individus les plus
grands (plus grand diamétre dépassant 280 pm) et de les transférer vers le dispositif de fixation alors
que le reste de la population était remis dans les bacs d’élevage larvaire. Ainsi, le premier groupe de
tamisage correspond aux larves a croissance plus rapide et le dernier groupe de tamisage, aux larves
a croissance plus lente. A chaque transfert vers le systeme de fixation, un échantillon de 150 larves a

¢été prélevé et mesuré.

2.4.2. Fixation

A chaque opération de tamisage, I’ensemble des larves retenues sur le tamis a €té divisé
entre le raceway contenant les plaques collectrices et un raceway contenant un dispositif de fixation
classique sur brisure de moule (250-350 um, Ovive Ste). Le dispositif de fixation sur plaque
consistait en un ensemble de plaques de PVC, recouvertes d’une premiére couche de paraffine et
d"une seconde couche de Gel Coat et utilisées comme collecteurs. Des tests préalables ont montré
que la couche de paraffine permet un détroquage des huitres sans risque de lésion alors que la
couche de Gel Coat est un bon substrat pour les larves pédivéligeres. La fixation d’une partie de la
population sur brisure a permis de produire un nombre important d’individus des différents groupes
de tamisage. Chaque raceway de fixation a été rempli avec de I’eau préalablement filtrée sur 10 pum
maintenue a 26 °C par des thermo-plongeurs (Rena). L'eau a été aérée par un systeme automatique
alternant phase de bullage (15 minutes) et phase stagnante (1 heure 45 minutes) pendant laquelle les
larves peuvent se fixer librement. Dans chaque groupe de tamisage, des larves ont été
quotidiennement échantillonnées, examinées et dénombrées. Les collecteurs ont été remplacés
quotidiennement. Pour chaque groupe de tamisage, les larves se sont fixées pendant un nombre
variable de jours. Apres fixation, les plaques ont été maintenues dans des bacs de 800 litres

alimentés par de I’eau de mer naturelle pré-filtrée et enrichie en Skeletonema costatum.

2.4.3. Suivi de croissance

Une grande partie des animaux fixés sur les plaques a été éliminée au hasard pour réduire la
densité et éviter la compétition spatiale entre les individus. Pour chaque paire d'individus se

chevauchant, alternativement le plus petit et le plus grand ont été éliminés pour éviter de biaiser la
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mesure. Sur les individus restant, 100 par groupe de tamisage ont été tirés au sort puis marques
individuellement en inscrivant un numéro d'identification directement sur la plaque en face de la
charniére de 'animal. Une fois par semaine et a 4 reprises, la longueur entre la charniere et le bord
opposé de la coquille a été mesurée au pied a coulisse avec une précision de 0,01 mm. L'ensemble
des données est constitué de 400 courbes de croissance a 4 points. Dans cette étude les mesures ont
porté sur la longueur qui est en général bien corrélée au poids total (Haley et Newkirk, 1978), en
particulier sur un collecteur plan ou la croissance est parfaitement homogéne (voir figure 3, photo
13 de l'introduction). Quand la taille de l'animal a été suffisante (j58), tous les individus ont été
détachés des plaques. marqués individuellement (étiquette collée a la colle epoxy) puis pesés. La
vitesse de croissance apres métamorphose a j38 a été calculée en divisant le poids total a j58 par le
nombre de jours de croissance apres fixation. Une semaine plus tard. tous les individus ont été pesés
a nouveau. Les individus des groupes de tamisage obtenus par fixation sur brisure de moule ont été
transférés a la nurserie de I'IFREMER de Bouin (Vendée) et maintenus en condition d'élevage
intensive (Baud, 1997). Onze mois apres fécondation, 100 individus par groupe de tamisage ont été

peses au 1/10 de gramme.

2.4.4. Analvses statistiques

L'analyse descriptive concernant les populations parentales a été faite a l'aide de l'option
NORMAL de la procédure PROC UNIVARIATE (SAS Institute, 1988). La normalité a été testée
par le test de Shapiro-Wilk avec, comme hypothése nulle, la non-normalité de la distribution
(Shapiro et Wilk, 1965). Les taux de dévéloppement ont €té analysés par une analyse de variance
aprés normalisation par transformation angulaire (Sokal et Rohlf, 1995). Le modéle suivant a 4

facteurs hiérarchisés a été testé.

ArsindTX)= POPMALE + POPFEMELLE + MALE(POPMALE) + FEMELLE(POPFEMELLE) + ¢

Avec TX = taux d'éclosion, POPMALE = effet de I'origine male, POPFEMELLE = effet de l'origine
femelle, MALE = effet individuel male, FEMELLE = effet individuel femelle. Les facteurs MALE
et FEMELLE sont hiérarchisés respectivement dans POPMALE et POPFEMELLE.

A j58, la relation entre poids total et longueur a été analysée par ajustement non linéaire
(SAS PROC NLIN).

Pour chaque individu, la vitesse de croissance (notée GR, en g.j") a été calculée en divisant
le poids total & j58 par le nombre de jour aprés fixation. L'effet du groupe de tamisage (SG) et de la

date de fixation (DSET) sur la vitesse de croissance ont été testés par analyse de variance a deux
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facteurs (SAS PROC MIXED), avec SG et DSET(SG) respectivement groupe de tamisage a effet

fixe et date de fixation a effet aléatoire hiérarchisé dans SG:
GR =a.SG + B.DSET + ¢

['effet du groupe de tamisage (SG) sur le poids total a 11 mois a également €té analysé par analyse
de variance a un facteur (SAS PROC GLM). Les tests multiples ont été effectués par la procédure

de groupage multiple de Student-Newman-Keuls (Einot et Gabriel, 1975).

3. Résultats
3.1.  Caractéristiques des populations de géniteurs

Les histogrammes des poids totaux pour les populations parentales sont représentés a la
figure 1-3. Les parametres statistiques descriptifs sont regroupés dans le tableau 1-1. Exceptée pour
la population d'Arcachon, aucune des distributions de taille n'est normale (Hypothése nulle: la
distribution n'est pas normale; p < 0,422 pour Arcachon; p < 0,0001 pour les 3 autres populations,

tableau 1-1).

3.2 Taux d'éclosion

Les taux d'éclosion a 3 heures sont donnés a la figure 1-4 et illustrés a la figure 1-5. Une
analyse de variance a 4 facteurs hi€rarchisés aprés transformation angulaire des données montre
qu'il existe un effet significatif du male (p < 0,0001), de la femelle (p < 0,0001) et de l'origine de la
femelle (p < 0.0001) sur le taux d'éclosion. Cependant, l'origine du male n'influe pas

significativement sur le taux d'éclosion (tableau 1-3).

3.3, Croisements et élevages larvaires (G1 5X35 et 20 X20)

Les données de croisement sont représentées au tableau 1-2. Le bon état de maturation des
animaux a permis d'obtenir des gameétes en nombre et qualité suffisants pour réaliser les 400

croisements avec les quantités de gametes initialement prévues.

3.3.1. Elevage larvaire

Le nombre total de larves obtenues a j1 était de 16.240.000. Aprés un ajustement progressif
de la densité, ce nombre a été réduit a 1.134.000 a j17. A j1 le nombre d'embryons comptés comme
anormaux ¢tait négligeable. La courbe de croissance larvaire de l'ensemble de la population larvaire

est représentée a la figure 1-7.
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figure 1-3: Histogramme des poids totaux des quatre populations de géniteurs Crassostrea gigas.
Les effectifs sont représentés en fonction des classes de poids total (g). SEU = Seudre, BA = Bonne
Anse, ARC = Arcachon et PDB = Port des Barques.

La longueur larvaire moyenne avant tamisage a j17 était de 2717 + 51,0 pm avec un
coefficient de variation de 18,8 %. Le coefficient de variation a augmenté de 3 % a j1 49 % a )6 et
s'est finalement stabilisé autour de 20 % de j9 a j17. Les premieres larves pédivéligeres et les
premiéres larves dépassant 280 pum sont apparues a j17. Les tamisages ont éi¢ faiis a j17, j20, j23 et

126 jours aboutissant respectivement aux groupes de tamisage numérotés 1, 2, 3 et 4. La longueur
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larvaire moyenne mesurée aprés tamisage et les vitesses de croissance larvaires moyennes sont

données au tableau 1-4 et pour les 4 groupes de tamisage.

tableau 1-1: Parametres statistiques descriptifs des populations de géniteurs.

population Taille de I'"échantillon Poids total moyen (g) Ecart type minimum (g) maximum (g) non normalité
Seudre 377 344 11,2 15 75 p <0,0001
Port des Barques 386 107,7 13.3 70 185 p <0,0001
Bonne-Anse 501 64,7 222 30 145 p <0,0001
Arcachon 396 87,5 13.2 50 130 p <0422
Total 2260 73,6 15,0 15 185
Males
Seudre Bonne Anse Port des Barques Arcachon

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

1] 80 84 90 92 85 94 90 91 85 92 39 85 86 35 84 90 80 84 88 94 874 921
o 2] 93 56 100 | 100 97 99 98 100 98 99 96 97 100 90 98 99 98 99 100 | 100 979
-::'3 3] 79 94 90 86 89 90 82 85 86 86 79 80 91 74 80 87 2 86 88 85 843
’ 4] 92 a7 100 96 97 100 | 100 | 100 98 98 100 99 98 95 96 98 98 97 100 99 979

5| 96 96 99 94 25 97 99 96 96 99 98 94 92 94 96 94 98 98 99 100 930

1] 84 81 78 74 74 76 81 68 60 67 30 64 54 12 50 61 68 53 65 58 68 4 357

2] 85 37 86 92 87 93 84 90 84 33 82 92 84 75 82 85 39 87 20 89 863 |

95 96 95 39 98 90 93 96 ND 99 99 90 98 39 98 90 37 90 96 97 939

Bonne-Anse
e

4] 96 94 86 36 79 3o 85 85 80 31 71 77 92 87 80 68 70 77 94 39 835

5| 98 95 98 96 96 94 97 98 98 94 93 97 97 9l 96 98 97 97 98 9 96 4

1] 93 94 92 93 a1 96 92 85 89 91 30 91 77 72 92 92 93 %0 89 94 898 R

Femelles

I %4 97 99 97 98 99 93 94 97 99 98 93 96 95 58 96 95 97 as 6 963

98 99 100 96 88 99 97 98 98 97 99 99 98 9l 94 100 100 98 98 99 971

4] 93 93 91 91 94 97 93 94 93 93 95 ND 91 92 93 95 96 94 93 96 935

Port des Barques
L

51 91 96 94 93 97 94 ND 93 85 ND 92 96 93 96 ND 90 92 95 94 96 93 4

1] 78 90 ND 80 79 82 81 77 80 80 83 85 67 82 63 82 75 80 77 34 7192 86

2] 96 99 99 96 97 92 97 98 98 100 | 93 G4 96 91 97 97 99 97 96 98 965

27 32 33 19 17 37 19 25 19 33 98 16 25 21 22 27 20 19 42 25 288

Arcachon
1=

4 97 98 97 100 | 99 96 98 98 98 98 99 98 98 93 95 95 97 93 96 99 974

Sh 37 94 97 95 9% 95 94 87 88 96 91 95 91 81 95 85 83 85 93 97 913
876 %06 907 883 842 903 881 879 858 887 916 864 862 833 847 865 854 861 3896 897 87.6
883 83 | 864 874

figure 1-4: Taux d'éclosion pour chacun des 400 croisements, moyenne par male, par femelle, par
population méle, par population femelle et globale. Chaque valeur est estimée par comptage de 100
embryons. ND = Non déterminé

Les larves ont €té mises a fixer pendant 1, 4, 2 et 4 jours respectivement pour les groupes de
tamisage 1, 2, 3 et 4 (figure 1-8 et tableau 1-4). Apres le dernier tamisage, aucune larve viable n'a
traversé le tamis, indiquant que la majorité de la population larvaire transférée dans le bac de

fixation s'était fixée spontanément. Ainsi, 13 jours séparent la premiére larve fixée de la derniére.
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figure 1-5: Variation selon le male, la femelle, 'origine du male et l'origine de la femelle du taux de
développement chez Crassostrea gigas. ARC = Arcachon, PDB = Port des Barques, BA = Bonne
Anse et SEU = Seudre.

3.3.2. Croissance post-larvaire

Le coefficient de variation de la longueur post-larvaire allait de 188 % a 438 %% pour
I'ensemble de la population entre 37 jours et 58 jours aprés fécondation. La mortalité¢ entre le
premier et le dernier jour de mesure était de 6 % et n'a pas affecté la croissance.

La figure 1-6 montre des individus a 30 fixés sur les collecteur en PVC. Les courbes de
croissance moyennes par groupe de tamisage sont données en fonction du temps apres fécondation
a la figure 1-7. Les méme courbes sont ensuite représentées en fonction du temps apres fixation, en
considérant, pour chaque groupe de tamisage, le premier jour de fixation (respectivement 17, 20, 23
et 26 jours aprés fécondation pour les groupes de tamisage 1, 2, 3 et 4, figure 1-9). Les courbes de
croissance des différents groupes de fixation sont représentces a la figure 1-10 en fonction du temps
apres fixation. Ces différentes courbes montrent I'importance de l'origine de I'échelle de temps (date
de la fécondation ou date de la fixation) dans la comparaison de groupes a vitesse de croissance
larvaire distincte.

LLa relation entre poids total apres détroquage et la longueur a j58 est de type parabolique
(figure 1-11). L'ajustement a une courbe de type Poids total = a.(longueur)” est trés significatif (F =
64,17 P < 0,0001). Le coefficient a caractérisant la croissance sur plaque PVC est estimé a 16.10™ +

1.9 10 g.mm'z.
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Le groupe de tamisage affecte significativement la vitesse de croissance post larvaire estimée
aj58 (F=41,98 P =0,0001; tableau 1-5). Le résultat du test de Student-Newman-Keuls montre que
l'ordre de vitesse décroissant est SG1>SG2>SG3>SG4 (tableau 1-5). Chaque groupe de tamisage est
caractérisé par une vitesse de croissance larvaire particuliére corrélée significativement (F =283 P =

0,0001) et positivement a la croissance post larvaire (figure 1-12).

3.3.3. Croissance juvénile

Apres 11 mois de croissance en condition intensive, les groupes de tamisage obtenus sur
brisure avaient un poids total movende 21,6 £ 1,35 ¢, 18,72 +1.24 g, 18,27+ 125 get 12.10 = 1,09
g pour les groupes de tamisage 1. 2, 3 et 4 respectivement. Le rang du groupe de tamisage affecte

significativement (p<0,0001) le poids total et la vitesse de croissance (figure 1-13).

tableau 1-2: Nombre moyen de gameétes obtenus par scarification des gonades des 5 males et 5
| femelles par population.
nombre de
nombre total siaates
Sexe Origine de gametes en g‘ 5
- utilisés en
millions -
millions
Femelle Seudre 15 3
Port des Barques 16,2 3
[ Bonne Anse 23,1 3
i Arcachon 222 3
" Bonne Anse 15190 300
| Arcachon 22 000 300
: Moyenne 18 720 300

tableau 1-3: A Résultat de l'analyse de variance sur les taux d'éclosion apres transformation

angulaire.
source DL  Somme des Carrés  Carrés Movens  Valeur F Pr>F
population male 3 0,071 0,023 2,61 0,0511
individu mile 16 0,499 0,031 3,43 0,0001
population femelle 3 2474 0,824 90,46 0,0001
| individu femelle 16 13,619 0,851 93,35 0.0001

tableau 1-4: Parametres de croissance des larves. SG = Groupe de tamisage, la date de tamisage et la
date de fixation sont données en jours apres fécondation, L = longueur moyenne apres tamisage G =
vitesse de croissance globale.

SG Date de tamisage Dates de fixation L (um) G (um.j")

1 17 17 314734 18,5%=0,10
2 20 20,21,22,23 3282%3,1 16,4%0,08
3 23 23,24 331,635 14,4 +0,08
4 26 26,27,28.29 340,6 £3.8 13.1 0,08
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B ]

figure 1-6: Crassostrea gigas agées de 1 mois fixées sur plaque de PVC, montrant la croissance tres
homogene ainsi que la variabilité de taille tres forte.
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figure 1-7: Cinétiques de croissance aux stades larvaires et naissain chez Crassostrea gigas. Les
larves ont ¢t¢é élevées ensemble de 0 a 17 jours apres fécondation. Quatre opérations de tamisage et
des fixations séquentielles sur plaques de PVC ont abouti a 4 groupes de tamisage fixés de 17 a 29
Jours apres fécondation. La longueur du naissain a été mesurée sur 400 individus a 4 reprises. La
moyenne par groupe de fixation + SE est représentée.
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figure 1-8: Résumé des séquences de fixation des larves en fonction du temps apres fécondation.
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figure 1-9: Cinétiques de croissance des groupes de tamisage en fonction du temps aprés
fécondation (A) et apres fixation (B) chez Crassostrea gigas. Le premier jour de fixation a été
utilis¢ pour déterminer le temps apres fixation des groupes de tamisage. LLa moyenne par groupe de
tamisage * se est représentée. n = 100 par groupe de tamisage.
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figure 1-10: Courbes de croissance moyenne en fonction du temps apres fixation chez Crassostrea
@igas. Chaque courbe correspond a un groupe de tamisage (SG, de 1 a 4) et un jour de fixation
(DSET, de 17 a 29). Pour plus de clarté, seules les moyennes sont représentées.
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figure 1-11: Relation entre le poids total (g) et la longueur (mm) 58 jours apres fécondation

caractérisant la croissance du naissain de Crassostrea gigas fixé sur des collecteur PVC plans.
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|
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tableau 1-5: Résultats de I'analyse de variance testant l'effet du groupe de tamisage (SG) et du jour
de fixation (DSET, hiérarchisé dans SG) sur la vitesse de croissance du naissain.
Facteur F p
SG 128,63 0,0001
SG(DSET) 4.85 0,0001
Test de Student-Newman-Keuls
SG Groupe  Moyenne

1 A 0,049887
2 B 0,02203
3 C 0,018579
4 D 0,011632

| .
12 13 14 15 16 17 18 19

0,06

=
s
4
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0,02 -

Vitesse de croissance du naissain (g.j")

0,01 -

Vitesse de croissance larvaire (um.j")

figure 1-12: Corrélation entre la vitesse de croissance larvaire et la vitesse de croissance post
larvaire. Les données représentent la moyenne * se.
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figure 1-13: Vitesse de croissance juvénile a 11 mois des groupes de tamisage chez Crassostrea
| gigas. Les données représentent la moyenne + SE par groupe de tamisage, n = 400.
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4. Discussion
4.1, Geniteurs

Selon les fournisseurs, les populations d'Arcachon, de l'estuaire de la Seudre et de Port des
Barques. ne sont constituées que d'une seule classe d'age, issues d'un captage en 1993. Cependant
lorsqu'on observe les histogrammes des poids totaux (figure 1-3) pour chaque population de
géniteurs, on peut se demander si la population de la Seudre appartient a la méme classe d'age que
celles d'Arcachon et de Port des Barques. Les populations d'Arcachon et de Port des Barques
pourraient avoir été captées en 1992 et celle de la Seudre en 1993 alors que la population de Bonne
Anse pourrait étre un mélange d'individus captés en 1992 et 1993, expliquant la distribution presque
bimodale des poids totaux. Il est pratiquement possible que deux captages successifs aient eu lieu
puisque le détroquage pour une année de fixation ne peut se faire que 18 mois plus tard et il n'est
donc pas impossible que le second captage soit intervenu avant détroquage du premier. La premiére
condition pour la constitution d'une population de référence a base génétique large est l'origine
naturelle du naissain.

Le but recherché est de maximiser 1'hétérogénéité de tous ces lots de géniteurs, impliquant
l'absence de tri par les producteurs, de fagon a avoir une représentation maximale de toutes les
tailles pour chaque population. La non normalité de la répartition des poids totaux pour 3 des 4
populations tendrait & montrer qu'un tri plus ou moins important a été effectué et qu'il y a eu un
mélange de classes d'age. Si I’on considere 1’asymétrie existant dans la répartition des poids pour les
populations d'Arcachon et de Port des Barques, il existe un déficit en animaux de poids élevé pour
les géniteurs de Port des Barques, alors qu'ils sont en exces dans la population d'Arcachon. Il n’est
par exemple pas impossible que la population d’Arcachon ait subi un tamisage étant donné que
|"ostréiculteur concerné a I'habitude de trier les animaux trés tot. La distribution bimodale des poids
de la population de Bonne Anse peut étre interprétée par le mélange en cours d'élevage de deux
années de captages ou de deux lots différents n’ayant pas profité des mémes conditions
environnementales (température et/ou quantité ou qualité de nourriture par exemple). Un tel
mélange peut également expliquer l'excés d'individus de petite taille dans la population de la
Seudre. Les différences significatives de poids totaux entre les populations (avec dans l'ordre
croissant des poids totaux moyens: Seudre > Bonne Anse > Arcachon et Port des Barques) peuvent

étre dues en grande partie aux conditions d’élevage.
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4.2 Croisements

L'analyse montre qu'il existe un effet individuel du male et de la femelle et un effet de
l'origine de la femelle sur le taux de développement des embryons a 3 heures dans le croisement
controlé présenté dans ce chapitre. L'effet individuel de la femelle découle de 2 femelles (I'une de
Port des Barques, l'autre de I'estuaire de la Seudre) donnant des taux de développement médiocres
(figure 1-5). Ce résultat met en évidence l'importance de la qualité des ovocytes qui est déterminée
par la quantité et qualité des réserves conditionnées par la période de maturation. L'effet individuel
male est plus délicat a interpréter et peut s'exprimer a la fécondation (taux de fécondation différents
selon les males) ou au développement (taux de développement différents selon les males). Cet
aspect sera abordé plus en détail au chapitre 6.

['absence de compétition dans les élevages larvaires a déja été utilisée dans l'étude de
I'héritabilité de la croissance (Newkirk ef al., 1977; Hadley et al., 1991). De méme, comme le font
remarquer Rawson ef al. (1990), il est reconnu que la densité affecte la croissance tant dans le
milieu naturel qu'en élevage. Celle-ci a donc été ajustée et controlée durant tout I'élevage larvaire
afin de permettre une expression génétique maximale de la croissance, et de maintenir tous les lots
dans des conditions identiques.

Une représentation égale de toutes les combinaisons de croisements a pu étre respectée par
dénombrement des gametes pour chaque géniteur. Ceci ne signifie cependant pas que tous les
croisements soient représentés de fagon équivalente en élevage larvaire et apres (chapitre 6).

L’étude effectuée sur le taux de développement embryonnaire met en évidence une forte
hétérogénéité des populations et des individus quant aux performances de reproduction. Ainsi, les
individus femelles d’Arcachon donnent des résultats de fécondation nettement inférieurs aux autres.

Cependant, l'effet individuel est beaucoup plus fort que I'effet de la population.

4.3, La croissance précoce post-larvaire est elle dépendante de la croissance larvaire ?

Cette expérience met en évidence un effet positif de la date de tamisage (i.e. vitesse de
croissance larvaire) et de la date de métamorphose (i.e. vitesse de développement) sur la vitesse de
croissance du naissain de Crassostrea gigas dans des conditions environnementales (température,
salinité, quantité et qualité de la nourriture) maintenues les plus constantes possibles pendant les
stades larvaires et post-larvaires. Le plan expérimental fait que la date de métamorphose est
hiérarchisée dans le groupe de tamisage, rendant difficile I'analyse simultanée de ces deux facteurs.
Les tamisages successifs ont permis de séparer les individus selon leur vitesse de croissance

larvaire. Au sein de ces groupes de tamisage, des fixations séquentielles ont permis de séparer des
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individus avec des dates de fixation s'étalant de 17 a 29 jours apres fécondation. Dans les écloseries
de bivalves, la durée de la période de fixation normale est supposée étre de l'ordre de 18 jours
(Quayle, 1969) et la fixation apparait autour de 20 jours aprés fécondation.

La croissance larvaire était jusqu'ici considérée comme peu informative pour la croissance
post-larvaire (Newkirk, 1980; Heffernan er al., 1992; Hilbish et al., 1993). Cependant, la croissance
et la survie larvaire sont les caractéres les plus importants pour la production en écloserie. Plusieurs
¢tudes ont mis en évidence des différences de croissance et de survie au stade larvaire entre des
populations de Crassostrea virginica (Newkirk er al., 1977; Newkirk, 1978; Mallet et Haley, 1983;
1984) et de coquilles Saint Jacques Pecten maximus (Paulet ef al., 1988; Cochard et Devauchelle,
1993).

Les vitesses de croissance des larves et du naissain se sont avérées effectivement corrélées
chez Crassostrea virginica (Newkirk et al, 1977) et légérement corrélées positivement chez
Crepidula fornicata (Pechenik ef al., 1996a). De la méme maniére, la durée de la vie larvaire (aprés
sortie des larves de la cavité palléale de la femelle) apparait étre négativement corrélée avec la
longueur & 5 mois chez Ostrea edulis (Newkirk et al., 1982), mais I’analyse a été faite sur la
longueur plutdt que sur des vitesses de croissance. Le résultat présent apporte un argument en faveur
d'une relation positive entre croissance larvaire et croissance post larvaire chez Crassostrea gigas.
Cependant, cette é¢tude met en évidence l'importance du retard de croissance entre des individus
métamorphosés a des dates différentes, nécessitant de considérer le temps apres fixation plutot que
le temps aprés fécondation. Certaines analyses, telles celles de Losee (1979), ont montré une
différence de vitesse de croissance 29 semaines apres la fixation entre du naissain de Crassostrea
virginica fixé a différentes dates. Néanmoins, la courte période entre les groupes de fixation n'a pas
¢té pris en compte puisque tous les groupes ont été pesés le méme jour. Un retard de croissance,
méme de quelques jours, apparaissant aprés fixation peut encore étre présent plusieurs mois plus
tard étant donné la vitesse initiale trés élevée des stades précoces (Quayle, 1969). Newkirk er al.
(1977) ont obtenu 4 groupes de fixation chez Crassostrea virginica en changeant des collecteurs
tous les 2 jours. La taille moyenne des groupes de fixation était négativement corrélée avec le rang
de ceux-ci. Encore une fois, deux jours de croissance aprés métamorphose peuvent expliquer les
différences en taille observées entre les groupes ou tout du moins la corrélation observée entre la
croissance avant et aprés fixation. Les groupes de fixation chez Ostrea edulis ont été obtenus de
maniére similaire par Newkirk and Haley (1982a) et une corrélation a été trouvée entre la durée de

la vie larvaire et la taille du naissain a 5 mois. La comparaison des mémes courbes de croissance en
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fonction du temps apres fécondation et du temps aprés fixation montre que cette corrélation peut
étre expliquée par le retard de croissance existant entre les groupes de fixation (figure 1-9).
Pechenik et al. (1996a) ont trié des larves de Crepidula plana en 3 groupes a vitesse de
croissance faible, moyenne et élevée et ont mesuré le naissain a 3, 6 et 9 jours aprés la
métamorphose. Aucune différence de croissance n'a pu étre mise en évidence au stade juvénile entre
ces 3 groupes. Ce résultat peut étre du au fait que cet auteur a utilis€é comme parameétre de

croissance une vitesse plutdt qu'un parametre absolu tel que le poids total ou la longueur.

4.4.  La fixation est-elle dépendante de la taille ou de l'dge des larves ?

Pour les 4 groupes de tamisage, seules les larves ayant atteint 280 um de longueur a une date
donnée ont €té mises en fixation. Le coefficient de variation pour une longueur autour de 100 um
allait de 8,5 % a 18,7 % de j6 a j9, ce qui est trés élevé comparé a la moyenne de 4 % obtenue par
Nascimento (1983) pour des larves d'une longueur similaire. Ceci est la conséquence du maintien de
conditions d'élevage non sélectives (densités larvaires faibles et quantité de nourriture non
limitante). Par conséquent, dans cette expérience, le groupe de tamisage est un bon indicateur de la
vitesse de croissance larvaire. Cette observation est en accord avec les résultats de Pechenik et Lima
(1984) sur des larves du gastéropode Crepidula élevé individuellement. Ces auteurs ont montré qu'il
existait une relation négative entre la vitesse de croissance larvaire et la durée de vie larvaire.
D'autre part ils ont également mis en évidence une forte corrélation positive entre la vitesse de
croissance larvaire et la vitesse de différenciation estimée a partir du temps nécessaire au
développement des rudiments de branchie et au passage de la coquille du type larvaire au type
adulte. Ces observations sont en faveur de 'hypothése d'une fin pré-programmée de la vie larvaire
dépendant plus de la taille et de 1'état de différenciation plutét que de 1'dge. Néanmoins cette
question est encore débattue et certains auteurs montrent que la croissance larvaire et la compétence
a la métamorphose peuvent étre découplées sous certaines conditions (Pechenik et Heyman, 1987;
Pechenik et al., 1996b). Comparer la croissance larvaire et post-larvaire grace a l'analyse de groupes
de larves séparées sur la base de leur date de fixation (Newkirk et al., 1982) requiert que la date de
métamorphose soit dépendante de la taille plutot que de 1'age des larves.

Les facteurs déterminant le déclenchement de la métamorphose ont été discutés a maintes
reprises. Pechenik er al. (1996a) expliquent que l'apparition de la compétence a la métamorphose
n'est pas dépendante de la taille chez Crepidula fornicata sous certaines conditions (jeine et
manipulation chimique). Coon ef al (1990) ont montré que la compétence des larves de

Crassostrea gigas est corrélée avec la taille mais peut étre obtenue plus t6t par des manipulations
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chimiques. Dans ce chapitre, les larves ont ét¢ mises en fixation dans des conditions d'élevage non
sélectives, sans aucun inducteur de métamorphose. A chaque opération de tamisage les individus les
plus petits ont été remis dans le bac d'¢levage larvaire ou aucune fixation n'a eu lieu malgré le fait
que le GRP soit reconnu comme étant un substrat trés favorable pour les larves de C. gigas
(Holliday, 1996; observations personnelles). De plus, les larves retenues par le tamis (> 280 um) se
sont fixées rapidement lorsqu'elles étaient placées dans le bac avec les plaques collectrices. Ces
observations sont compatibles avec une fixation dépendante de la taille plutot que de l'dge dans les
conditions de l'expérience. Par conséquent, I'hypotheése d'un lien étroit entre compétence a la

métamorphose et la taille est supportée.

4.5, Une nouvelle méthode de fixation chez les bivalves marins

La fixation des larves sur des collecteurs plans permet de conserver toute la variabilité¢ de
taille des animaux. En effet, aucune compétition pour l'espace n'existe entre les individus apres
¢limination des individus surnuméraires. De trés forts taux de fixation et de survie ont déja été
obtenus avec des plaques de verre utilisées comme collecteur (Ostrea edulis, Rodriguez et al., 1992)
et des lames en PVC (Crassostrea gigas et Crassostrea virginica, Hidu et al., 1981). Des lames de
PVC ont également déja été utilisées comme méthode de croissance apres fixation (Smith er al.,
1995; décrit également par Sheridan er al., 1996). Des juvéniles étaient collés sur ces plaques par un
ciment spécial. La croissance apparait étre plus efficace sur ce type de collecteur par rapport a la
brisure ou a d'autres techniques traditionnelles, observation qui peut aisément s'expliquer par
l'absence de compétition pour l'espace entre les individus. Sur de telles surfaces collectrices, la
croissance est trés homogene donnant une relation entre longueur et poids total trés forte comme il a
été observé sur des huitres fixées sur des coquilles St Jacques élevées en laboratoire (Haley et
Newkirk, 1978; Winter et al., 1984; Toro et Newkirk, 1989; 1990). La forte variabilité de taille des
individus venant d'étre fixés (facteur entre 3 et 4) montre que les individus a forte croissance aussi
bien que les individus a faible croissance ont les mémes chances de survivre, ce qui n'est pas
forcément le cas dans des systémes de fixation utilisant la micro-brisure comme substrat. A la forte
variabilité de la croissance inter-individuelle, s'ajoute une variabilité de la date de fixation des
individus contribuant a la production d'une population génétiquement trés variable. L'automatisation
du suivi de croissance des les stades trés précoces par analyse d'image peut également étre envisagée
sur ce type de collecteurs. D'autre part, le détroquage et le marquage des animaux, opérations en
général stressantes, possibles uniquement sur des individus agés de plusieurs mois, peuvent ici se

faire tres tot (dés le stade 1 a 2 cm de long) grace a la couche de paraffine séparant PVC et résine.
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Toutes les étapes d'élevage de la population de référence, de I'échantillonnage des géniteurs
jusqu'aux conditions d'élevage des descendants, ont été effectuées sans sélection et en maintenant
des conditions d'élevage optimales. De nombreuses études antérieures ont été effectuées chez
différentes espéces dans le but de trouver un moyen de sélectionner les individus a fort potentiel de
croissance aussi précocement que le stade larvaire. Les résultats présentés dans ce chapitre montrent
une relation significative et positive entre la croissance post-larvaire précoce et la croissance chez
Crassostrea gigas dans des conditions d'élevage d'une écloserie expérimentale. Ce résultat est
certainement une caractéristique trés importante pour la sélection d'individus a des stades précoces.
La caractérisation geénétique des différents groupes de tamisage serait d'un intérét important. Les
résultats présentés justifient les pratiques d'écloserie, a savoir 1'élimination des larves les plus petites
par tamisage. L'importance de la croissance aux stades précoces pour la croissance future chez
Crassostrea gigas est considérable, et il est probable que les différentiels de croissance observés
aux stades juvéniles et adultes soient la conséquence directe d'une différenciation des individus aux
stades précoces. L'analyse de la croissance aux stades plus avancés (chapitre 2 et 3) apportera des

éléments de réponse et de discussion.

Bilan - Synthese

=" Production d'une population expérimentale de référence a large base

génétique chez Crassostrea gigas

=" Séparation de lots d'individus ayant des croissances larvaires et des

dates différentes de fixation

=" Effet positif de la croissance larvaire sur la croissance aprés

métamorphose chez Crassostrea gigas
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Analyse de la croissance en milieu controlé
du stade naissain au stade adulte: stabilité des performances de
croissance au cours d'un cycle annuel et incidence de la mortalité chez

Crassostrea gigas



PARTIE I Chapitre 2

1. Introduction

La croissance, la survie juvénile et la résistance aux maladies sont des caracteres reconnus
comme étant les plus importants en aquaculture. La vitesse de croissance d'un organisme est la
résultante d'un grand nombre de parametres physiologiques, environnementaux et génétiques.
Différents travaux montrent que, chez I’huitre creuse comme chez la plupart des bivalves marins, il
existe entre les individus une variabilité pour la croissance trés forte aussi bien en conditions
controlées que dans le milieu naturel (Medcof, 1961; Galtsoff, 1964; Haley et Newkirk, 1977; Singh
et Zouros, 1977; 1978; Singh, 1978; 1979; Zouros et al. 1980). En effet, la vitesse de croissance
chez 'huitre est fortement influencée par des facteurs environnementaux mais une part significative
de la variabilité individuelle serait d'origine génétique. Jarayabhand et Newkirk (1989) ont ainsi
montré que la croissance chez Osfrea edulis était fortement dépendante de la compétition
intraspécifique. Newkirk er al. (1977) ainsi que Haley et Newkirk (1977) ont estimé des héritabilités
élevées pour la taille respectivement chez Crassostrea virginica et Ostrea edulis et ont conclu qu'il
y avait une forte composante génétique dans la vitesse de croissance chez les huitres. Envisager
I'amélioration génétique d'une espece sur un critére de vitesse de croissance sujet a de telles
variations en fonction du milieu, implique des études préalables dans des conditions d’élevage les
plus constantes possibles, en écloserie expérimentale.

Cette variabilité observée pour la taille a une date donnée chez des animaux de méme age est
la conséquence d'une forte variabilité pour la vitesse de croissance. Chez l'huitre, la taille
commerciale est atteinte sur les cotes Atlantiques francaises apres 24 a 36 mois de croissance selon
la quantité de nourriture disponible dans I'environnement. Ainsi, une des difficultés majeure de
l'amélioration génétique des huitres est de pouvoir identifier les individus performants pour la
croissance au stade le plus précoce possible. De plus, en écloserie, les effectifs des stades jeunes
(larves et naissain) sont considérables ce qui permet d’appliquer des pressions de sélection trés
fortes et faciles a mettre en ceuvre (simple tamisage en nurserie). Ce type de sélection est en fait la
pratique courante en écloserie mais ne repose sur aucun résultat publié a ce jour et ne peut étre
efficace que si le caractére précoce utilisé pour la sélection est corrélé positivement avec ce méme
caractére a taille commerciale ou du moins ultérieurement. Par ailleurs, des vitesses de croissance
trés variables affectent l'efficacité de production en augmentant la manipulation des animaux et
donc le stress, et en diminuant la possibilité de prédire précisément le résultat économique. Ces
problémes sont limités dans la pratique par ['élimination des animaux a faible croissance des

systemes de production.
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Trés peu de travaux sur la croissance se basent sur des données individuelles. La plupart des
analyses porte sur la modélisation de la croissance individuelle (par exemple chez les poissons,
Sainsbury, 1980; Hampton, 1991). Chez les espéces de bivalves a intérét commercial, de nombreux
travaux visent a caractériser des sites d'élevage vis a vis de la croissance moyenne d'une population
d'individus dans le but d’accroitre la rentabilité d’un élevage (Stirling et Okumus, 1995; Puigcerver,
1996) ou a comparer la croissance de deux espéces (Mallet et Carver, 1995). Ces études s'appuient
sur des comparaisons globales de la croissance de populations. Quelques expérimentations
concernant des programmes d'amélioration génétique de la croissance nécessitent le marquage
individuel des animaux (Ostrea chilensis, Toro et al., 1995; 1996b; Tapes decussatus, Puigcerver,
1996) et parfois la croissance individuelle est prise en compte (Baud et al., 1997).

Au chapitre 1, la corrélation entre la croissance des larves et du naissain a été étudiée,
mettant en avant I'importance de la forte croissance des stades jeunes pour la croissance future.
Dans ce chapitre, la croissance individuelle d'un échantillon de différentes populations obtenues en
laboratoire a été suivie réguliérement au cours du temps pendant 11 mois. L’impact de la croissance
juvénile sur la croissance adulte est étudiée. L'effet de la mortalité sur la croissance ainsi que la

corrélation entre croissance précoce et croissance tardive sont analysés et discutés.

2. Matériels et méthodes
2.1 Matériel biologique

Un échantillon de 200 individus issus des croisements intra-population (chapitre 1) ont été
pris au hasard: Arcachon x Arcachon (arc), Bonne Anse x Bonne Anse (ba), Port des Barques x de
Port des Barques (pdb) et Seudre x Seudre (seu). Le quatrieme groupe de tamisage (SG4, défini au
chapitre 1) a été utilisé et sera noté sg4. Les modalités de croisement, d'é€levage larvaire, de micro-
nurserie et d’obtention des groupes de tamisage sont détaillées dans le chapitre 1. Le choix de ce
groupe de tamisage plutdt qu'un autre a été motivé par la date de fixation qui coincide avec celle des
quatre autres lots. Chaque lot n'est pas une population au sens strict. On emploiera dans la suite le
terme "population” par simple commodité. Le temps est noté jX, avec X le nombre de jours apres la
fécondation (chapitre 1). Tous les individus ont été identifiés précocement au 91°™ jour aprés
fécondation (j91) grace a des structures d’élevage a 72 micro-casiers ou chaque animal est disposé
dans une cellule individuelle (figure 2-1). L'eau de mer et la nourriture arrivent en continu par une
rampe au dessus de chaque structure avant d'étre évacuées du raceway. Un tamis constitue le

plancher de la structure.
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Vue détaillée d'une case individuelle
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Tamis de maille 1 mm
figure 2-1: Structure d'élevage mise au point pour permettre un suivi de croissance précoce et
individuel avant marquage individuel chez Crassostrea gigas. L'eau et le phytoplancton sont
amenés au dessus de chaque structure dont le plancher est constitué d'un tamis.

58




PARTIE Il , 7 7 Chapitre 2

Arrivée eau ennchie
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Rampe d aération

4 Clayettes de 70 individus, disposition changée aléatoirement quolidiennement

figure 2-2: Coupe du bac d’¢élevage pour la stabulation des individus aprés marquage individuel (a
partir de j175). L’eau est enrichie par Skeletonema costatum produit en bassin extérieur et mélangé
a l'eau de mer avant l'arrivée dans le bac. La disposition des clayettes est modifi¢e quotidiennement
et de fagon aléatoire.

Individus survivant au cours

I > de I'expérience
n=>502 LotS
801 individus
Lot T
] Individus mourant au cours de
> I’expérience
n=299 LotM

figure 2-3: Définition des différents lots utilisés pour mesurer I'impact de la mortalit¢ précoce sur la
croissance.

Les animaux ont ¢té identifiés par leur coordonnées dans la structure par un code a 6
caracteres avec les deux premiers caractéres identifiant la structure et les 4 caractéres suivants
identifiant la position de I'individu dans la structure. Les microstructures ont ¢été disposées dans des
raceways alimentés en eau de mer préalablement filtrée et enrichie a deux reprises par Skeletonema
costatum produit en bacs extérieurs et un mélange d'/sochrysis galbana, Tetraselmis suecica et

Paviova lutheri produits en monoculture en intérieur. La température fluctuait avec celle du milieu
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naturel (Estuaire de la Seudre). Dés que les animaux ont été assez gros, a 170 environ, ils ont été
marqués de maniére classique par étiquetage a la colle epoxy puis transférés dans des bacs d'élevage
de 800 1 a raison de environ 70 individus par clayette et 4 clayettes par bac avec un renouvellement

de 500 Lh™ (figure 2-2).

2.2 Suivi de croissance et de mortalité

Les animaux ont été pesés toutes les semaines au dixieme de gramme pres a partir du 91éme
jour aprés la fécondation (Balance Sartorius). Quotidiennement, les individus morts ont été
identifiés puis immédiatement enlevés du bac d’élevage. Aprés chaque pesée, les animaux sont
regroupés puis redistribués de fagon aléatoire entre les clayettes, elles mémes disposées de fagon
aléatoire dans les bacs de 800 I (figure 2-2). Une macro Excel a été développée en Visual Basic pour
les traitements préliminaires et la réorganisation des données (voir annexe 7).

Pour estimer I"impact de la mortalité sur la croissance individuelle, I’ensemble des individus
est séparé en deux sous ensembles: les individus qui survivent tout au long du suivi de croissance

(lot S) et les individus qui meurent en cours de suivi (lot M) (figure 2-3).

2.3 Analyses statistiques

Les résultats ont été analysés par le logiciel statistique SAS (SAS 6,12 SAS Institute, 1988).
Les vitesses de croissance sont calculées par régression linéaire simple et analysées par la procédure
SAS. Les données de survie sont analysées par test G (Sokal et Rohlf, 1995, p 738). Le coefficient
de corrélation de Kendall a été utilisé pour I'analyse de corrélation des rangs (Sokal et Rohlf, 1995,
p 594). L'analyse de I'effet de la population et de la mortalité sur la croissance a été faite par analyse

de covariance (SAS Proc GLM), a l'aide du modéle suivant:
Poids total = o + 3;.POP + B,.SET + B3.DPF + ¢
POP est la population (arc, ba, seu, pdb ou sg4), SET est l'appartenance au lot (S ou M,
figure 2-3) et DPF est le nombre de jours aprés fécondation, variable de temps continue. Les

comparaisons multiples ont été faites par la méthode de Duncan.

3. Résultats
3.1 Analyse de la variabilité et de l'effet de la mortalité

Le coefficient de variation du poids total initial est de 72,6 % avec un facteur 350 entre le
plus petit individu (0,01 g) et le plus gros (3,53 g). Le coefficient de variation diminue brutalement

entre j91 et j119 pour se stabiliser autour de 45 %. A la fin du suivi de croissance (j307), un facteur
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13 sépare le plus petit individu (3,35 g) du plus gros (44,62 g).

Au cours des 11 mois de suivi de croissance, un épisode précoce de mortalité a été détecté
entre le départ du suivi (j91) jusqu’a environ 20 semaines (j119). Les effectifs initiaux (lot T)
¢taient de 193 pour la population d'Arcachon, 237 pour la population de Bonne Anse, 238 pour la
population de Port des Barques, 133 pour la population de la Seudre et 208 pour le 4°™ groupe de
tamisage. L'effet de la population sur le taux de survie cumulé (pourcentage de survivants a une date
donnée par rapport a l'effectif initial) a j307 est trés significatif (test G: %* = 28.4; P < 0,0001; figure
2-4) et le taux de survie, apres une chute initiale, se stabilise a 56,0 % pour Arcachon, 82,7 % pour
Bonne Anse, 75,5 % pour le 4™ groupe de tamisage, 63,9 % pour la Seudre et 47,5 % pour Port des
Barques alors qu'il atteint 65,3 % pour la totalité des individus (figure 2-4).

La comparaison des lots M et S, définis a la figure 2-3, montre que les individus du lot M
sont significativement plus petits en moyenne que les individus du lot S au début du suivi (Analyse
de covariance, F= 3237,2; P < 0,0001; figure 2-5). Les résultats de 1'analyse par date de mesure sont
regroupés au tableau 2-1 et montrent que l'impact de la mortalité sur le poids total est significatif de
j91 aj112. Apres j112, les lots M et S ne sont pas significativement différents (excepté pour j293),
mais le poids total moyen du lot M est constamment plus élevé que celui du lot S, entrainant donc
une inversion de l'effet de la mortalité sur la croissance (figure 2-5).

La vitesse de croissance de chaque individu a été calculée entre le j91 et le j154 par
régression linéaire (F moyen sur tous les individus = 589,4; p < 0,001 pour tous les individus; R?
moyen = 0,97). Pour les individus morts entre j91 et j154, la vitesse de croissance a été estimée sur
les points de mesure disponibles. La vitesse de croissance moyenne des individus du lot M est de
0,078 + 0,094 g.j" alors qu’elle est de 0,131 = 0,063 g.j”" pour les individus du lot S. L'effet de la
mortalité sur la dispersion des poids totaux est illustrée a la figure 2-6. Le coefficient de variation a
été calculé sur les individus du lot T, du lot S et du lot M. Le coefficient de variation montre une

évolution dans le temps tres différente entre les 3 lots avec une valeur initiale plus faible pour le lot

S que pour le lot M (figure 2-6).
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figure 2-4: Evolution du taux de survie cumulé en fonction du temps pour les populations et la
totalite des individus. arc = Arcachon, ba = Bonne Anse, pdb = Port des Barques, seu = Seudre, sg4

4 eme groupe de tamisage, tot = totalit¢ des individus. Les taux de survie finaux des populations
sont significativement différents (P < 0,0001).
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figure 2-5: Courbes de croissance moyennes des individus des lots M et S. Les données représentent
la moyenne + se.
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tableau 2-1: Analyse statistique de I'effet de la mortalité sur le poids total moyen des animaux par
jour de mesure: analyse de variance a deux facteurs (POP = population, SET ~ lot M ou S). DPF
temps apres [Econdation en jours, statistique F et probabilit¢ pour le modcle.

modéle modéle
DPF POP SET I P DPF POP SET ¥ [ 4
91 00,0001 0,0001 5202 00001 175 0,0001 ooesos 33,71 0,0001
98  0,0001 00001 553 0,0001 189 00001 04743 33.26 0,0001
105 0.0001 00001 6011 0.0001] 196 0,0001 o335 3251 00001

112 0,0001 00161 46,66 0,0001] 203 0,0000 o300 314 0,000]
119 000001 o3s08 41,29 0,0001 211 0,0000  oas7 30,53 0,0001
126 0,0001 o625 4425 0,0001 227 000001  o3ex 31,83 0.0001
133 0,0001 o720 40,22 0,0001 234 0,0001 o203 32,28 00001
140 0,0001 o4z 39,61 0,0001 247 0,0001  og056 31,08 0,0001
147 0,0001  oeas20 3721 0,0001 261 0,0001  oa93 30,02 0,0001
154 00,0001 04922 36,18 0,0001 274 0,0001 o252 29,01 0,0001
161 0,0001 osiwes 35,74 0,0001 293 0,0001 0,0102 2781 0,0001
168 0,0001 ossse 33,606 0,0001 307 0,0001 - 299 0,0001

100 4 | =i = T
| g
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figure 2-6: Evolution du coefficient de variation au cours du temps du poids total des individus des
lots S, Met T.

L'analyse a ensuite ét¢ détaillée par population pour évaluer I’effet de I"origine des parents
sur la relation entre croissance et mortalité. L'ensemble des individus a été analysé par population et
par lot (S ou M). Les cinétiques de croissance des lots S et M pour chacune des populations révelent
un comportement particulier de Port des Barques (figure 2-7C). En effet, dans cette population, il

n'y a pas l'inversion de l'effet de la mortalité sur le poids total moyen mis en évidence sur 'ensemble
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des individus (figure 2-5) et sur les 4 autres populations. D'autre part, cette population a eu le plus
de mortalité (effectif initial = 238, 125 appartenant au lot M et 113 au lot S, donnant un taux de
survie de 47.5 %; figure 2-4).

L'analyse statistique globale montre un effet significatif de la population (p < 0,001) et de la
mortalité (p < 0,001) avec une interaction significative (p < 0,001) entre ces deux facteurs sur le
poids total (p < 0,0001). Dans les populations Arcachon, Bonne-Anse, 4™ groupe de tamisage et
Seudre, on retrouve les résultats de I’analyse globale entre j91 et j105, les individus qui meurent au
cours du suivi étant significativement plus petits que les survivants (tableau 2-2). Cependant, entre
J105 et j293, excepté pour la population de Port des Barques, 1’effet de la mortalité montre une
tendance inverse, les survivants étant en moyenne systématiquement plus petits que les individus
qui meurent. Ceci n'est qu'une tendance (non significative) pour les populations de Bonne-Anse,

Seudre et Arcachon mais est statistiquement significatif pour la population sg4 (tableau 2-2).

3.2 Effet de la population parentale sur le taux de croissance

L’analyse de covariance montre qu’il existe un effet tres significatif de la population sur la
croissance (F = 3232,9; p < 0.0001). Deux groupes sont significativement différents (test multiple
de Duncan): un premier groupe a faible croissance est constitué des individus issus des populations
sg4 et arc, un second groupe a forte croissance étant constitué des individus issus des population ba,
pdb et seu (figure 2-8). Cependant, il n’y a pas d'association significative entre le taux de survie et le
taux de croissance (test de rang, coefficient de Kendall t = 0; NS). La croissance entre j91 et j147
est linéaire et la vitesse de croissance de chaque individu a été calculée par la pente de la régression
linéaire (F moyen sur tous les individus = 589,4; p < 0,001 pour tous les individus; R? moyen =
0,97). La moyenne pour l'ensemble des individus est de 138,74 + 2,56 mg.". La population

parentale affecte significativement la vitesse de croissance précoce (F = 41,6; p < 0,001; figure 2-9).

3.3 Conservation du taux de croissance au cours du temps

La corrélation entre le poids total a 91 et 307 jours aprés fécondation est significative (F =
399,02 p < 0,0001; figure 2-10). Cependant, moins de 40 % du poids total final est expliqué par le
poids total initial (r* = 0,378). Le classement des individus est conservé dans le temps entre j91 et
j307 (Coefficient de Kendall, T = 0,46; t =25,7; p < 0,0001). D’autre part, la vitesse de croissance
individuelle initiale estimée entre j91 et j147 est trés significativement corrélée au poids total final a
j307 (F = 426,9; p < 0,001; figure 2-11) et ’explique a plus de 70 % (R2 =0,73).

La croissance spécifique (pourcentage de croissance relative 4 la taille initiale) a été calculée
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entre j91 et j147 et entre j203 et j307 (figure 2-12 A et B); elle montre une relation négative en
fonction du poids total initial. Ainsi, les petits individus ont un gain de poids relatif a leur poids
initial plus petit que les gros individus. Cette tendance est plus forte aux stades jeunes qu'aux stades

plus avancés (coefficient de - 0,037 entre j91 et j147 et de - 0,0061 entre j203 et j307).

4. Discussion
4.1 Variabilité pour la vitesse de croissance

Les descendants des croisements S5X5 et 20X20 n'ont subi aucune compétition
interindividuelle du stade larvaire au stade de 1 an. De telles conditions ont ét¢ maintenues pour les
stades plus tardifs, naissain et juvénile, par des dispositifs d'élevage en casiers individuels, puis par
un controle strict de la densité d'élevage. La forte variabilité de taille observée entre les individus est
due principalement aux performances intrinséques des animaux et non aux variations du milieu
comme c'est le cas, au moins partiellement, dans les populations issues du milieu naturel. Les
conditions d'élevage ont été optimisées pour la croissance et les individus les moins performants ont
pu néanmoins exprimer tout leur potentiel ce qui n’aurait pas été le cas dans le milieu naturel. Cette
procédure a permis de générer une variabilité considérable pour la taille avec un facteur de 300 entre
le poids total du plus petit et celui du plus gros individu.

Chez les populations d'huitres creuses obtenues en écloscrie, de méme 4ge et maintenues
dans des conditions environnementales identiques, il est courant d'observer une trés forte diversité
de taille méme lorsque aucune précaution particuliére n'est prise pour préserver la diversité (Singh
et Zouros, 1978; Fujio ef al., 1979). Dans les écloseries privées, la pratique courante est la réduction
de cette variabilité a tous les stades de développement pour des raisons techniques et économiques.
Malinowski (1988) a pu évaluer précisément l'intérét économique de 1'élimination du naissain de
Mercenaria mercenaria de petite taille dans une écloserie. Dans les écloseries d'huitres, les larves
sont tamisées a différentes étapes de leur développement pour deux principales raisons: réduire la
période de fixation au maximum pour éviter de prolonger les manipulations de larves, obtenir des
lots les plus homogénes possibles et éviter une compétition entre individus trop importante (impact
de la compétition trophique sur différentes classes de taille: voir chapitre 3). Cette derniére pratique
repose sur la relation positive démontrée au chapitre 1 entre croissance larvaire et croissance du
naissain. La densité affectant la croissance chez de nombreuses espéces de bivalves (Crassostrea
gigas: Neudecker, 1981, Mercenaria mercenaria: Rawson et Hilbish, 1990), il est donc important
pour exprimer le maximum de la variabilité inhérente a une population de pratiquer un élevage sans

compétition spatiale. Les individus ont ainsi été fixés sur brisure a des densités faibles et avec des
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quantités de phytoplancton en exces, limitant la compétition pour la nourriture entre les individus.
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figure 2-7: Comparaison entre la croissance des survivants et des individus décédés en cours de
suivi: A. ARC = Arcachon, B. BA = Bonne Anse, C. PDB = Port des Barques, D. sg4 = 4™ groupe
de tamisage, E. SEU = Seudre, F. tot = population totale. Les données représentent le poids total
moyen, en trait continu, des individus du lot S, en trait discontinu, des individus du lot M. La
population PDB se comporte de maniére différente des 4 autres populations.
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tablcau 2-2: ElTet de la mortalité sur le poids total testé par population (POP) ¢t par date de mesure
(DPF). Scules les dates et les populations pour lesquelles un etfet de la mortalite sur le poids total
estsignilicatit'a 5 %o onl CIE representées.

ror DPF r ProP DPK P
arc 91 00012 sgd 9l 00023
98 0.0001 98 00012
105 0.0001 12 0,0383
293 0 0388 1Y 0,0443
ba 91 0.,0001 234 0.0045
98 0.0001 247 0.0038
105 00210 201 0,003
seu 91 00001 274 0.0036
98 00001 293 0,0045
105 0.0002 pdb 105 0,000

112 00001

257
‘—tot are
=Dha """pc.lh‘
20 —sen “sgd |

Poids total (g)

91 141 191 241 291

Temps aprés fécondation (jours)

figure 2-8: Cinélique de croissance des individus issus des croisements intra population 5X5 entre
191 ¢t 307 (arc = Arcachon n = 108, ba = Bonne Anse n = 196, pdb = Port des Barques n = 113 et
scu = Scudre n = 85) et du 4 éme groupe de tamisage issu du croisement complet 20X20 (sgd n -
[57). Les données représentent la moyenne + SE.
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figure 2-11: Relation entre poids individuel a 11 mois et vitesse de croissance initiale estimée par
régression linéaire entre j91 et j147. N = 659

Par la suite, I'hétérogénéité éventuelle du milieu a été supprimée en changeant
quotidiennement et de fagon aléatoire la disposition des structures d'é¢levage dans les raceways. Ces
structures d'élevage particulieres permettent de s'affranchir de toute compétition spatiale. Un
systeme similaire avait été utilisé par Smith et al. (1995) et décrit par Sheridan ef al. (1996; 1997)
ou I'importance des conditions de "voisinage" (compétition spatiale) pour la croissance est discutée.
Il existe souvent au sein d'un méme bac d'élevage des gradients de quantité de nourriture (Hadley et
Manzi, 1984) et la position méme de 1’animal dans le bac influe sur la croissance (Sheridan, 1996).
L'hétérogénéité pour la température et la quantité¢ de nourriture sont les deux principaux facteurs
affectant la croissance chez les bivalves (Laing, 1987); ces deux parameétres sont restés identiques
pour l'ensemble des individus tout au long du suivi de croissance. Dans le milieu naturel, la
variabilité des performances de croissance est la résultante d'un trés grand nombre de facteurs a la
fois environnementaux, physiologiques et génétiques. Uniformiser l'environnement permet
d'augmenter la probabilité de révéler des différences de caractéres déterminés génétiquement,
comme la croissance. Les conditions de production des bivalves a intérét commercial générent des
variations environnementales entre les individus. Par conséquence, les méthodes d'élevage utilisées
dans les programmes d'amélioration génétique se doivent de réduire au maximum les variations

environnementales.
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figure 2-12: A. Croissance spécifique (pourcentage du gain de poids j91-j147 par rapport au poids
total final j147) en fonction du poids total initial (j91). B. Croissance spécifique (pourcentage du
gain de poids j203-j307 par rapport au poids total final j307) en fonction du poids total initial
(j203).
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Différents auteurs obtiennent des valeurs de coefficient de variation du méme ordre de
grandeur (de 40 % a 60 %) que celles mesurées dans ce chapitre (Ostrea edulis: Newkirk et Haley,
1983: Crassostrea virginica: Singh et Zouros, 1978; 1981). L'évolution dans le temps du coefficient
de variation sur la population montre une chute brutale aux stades précoces puis une stabilisation
autour de 40 % (figure 2-6). Une baisse de coefficient de variation en fonction de I'dge des individus
est mathématiquement explicable, mais ici on observe une chute brutale suivie d'une phase
constante. Deux hypothéses peuvent étre avancées pour interpréter ce phénomene. Il peut s'agir d'un
artefact de mesure di, soit a la faible sensibilité¢ de la balance pour des animaux de poids total
faible, soit a I'eau résiduelle apres égouttage dont la masse peut étre trés importante relativement a la
masse de l'animal. La seconde hypothése est l'effet de la mortalité, discuté dans le prochain
paragraphe. Une population exprimant une telle variation dans les performances de croissance
obtenue dans des conditions environnementales strictement controlées est une base précieuse pour

une sélection basée sur le taux de croissance précoce, représentatif du taux de croissance tardif.

4.2 La mortalité affecte la croissance

La mortalité observée dans cette population est probablement associée a la présence d’un
virus de type herpes dont la présence a été détectée par diagnostic PCR (Renault, comm. Pers.). Ce
type de mortalité a été détecté pour la premiere fois en France et Nouvelle Zélande en 1991 et est
souvent associé aux températures €levées de I’eau de mer en été (Renault ef al., 1995). L'effet de la
mortalité sur la croissance précoce (stade juvénile, 3-5 mois) s'oppose a son effet sur la croissance
tardive (stade adulte, 5-11 mois): les individus de petite taille sont plus sujets a la mortalité précoce
alors que ce sont les individus de grande taille qui sont plus sujets a la mortalité tardive. Seule la
population Port des Barques se comporte différemment puisque les individus sujets a la mortalité
sont de plus petite taille que les survivants (figure 2-7C). Le taux de survie est trés fortement
dépendant de la population. Cette mortalité précoce différentielle se répercute sur la variabilité de la
distribution des tailles. En effet, la chute initiale du coefficient de variation est plus forte sur
I'ensemble des individus survivants que sur les individus morts en cours de suivi (figure 2-6). Cette
différence s'estompe un mois apres le début du suivi, lorsque la mortalité s’arréte. Ces différences
peuvent étre également dues au fait que des individus aux stades tres jeunes morts, avec les valves
colmatées, ont pu étre considérés comme vivants et pesés. L’étude bibliographique chez un grand
nombre d’espéces marines benthiques non exploitées montre une relation positive entre le taux de
croissance et le taux de mortalité (Brey et Gage, 1997). Il existe une relation positive entre la

croissance et la mortalité, démontrée empiriquement chez les poissons par Beverton et Hold (1959)
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et Pauly (1980). Menzel et Hopkins (1955) ont étudi¢ l'effet de I'infection de Crassostrea virginica
par un champignon ou par un trématode sur la croissance, montrant que les individus non infectés
par le champignon ont une croissance tres retardée. Cependant, les individus infectés par le
trématode ont une croissance plus forte que les individus non infectés. Ce résultat montre que la
relation entre infection/mortalité et croissance n'est pas forcément négative. Certains travaux
concernent I’effet du taux d’infection par des parasites et de I’état physiologique des individus

(Exemple du parasite Haplosporidium nelsoni chez Crassostrea virginica: Barber et al., 1991).

4.3 La population parentale influe sur le taux de croissance

Deux groupes significativement différents pour leur performance de croissance ressortent de
l'analyse des cinétiques de croissance. Arcachon et la population sg4 constituent un groupe a faible
croissance alors que Bonne Anse, Port des Barques et Seudre constituent un groupe a forte
croissance. De nombreux résultats montrent que la taille d'un bivalve est un caractere héritable pour
les stades précoces (larvaire: Lannan, 1972; Longwell et Stiles, 1973) et il n’est pas surprenant de

trouver des différences de croissance entre ces populations.

4.4 Les taux de croissance se conservent au cours du temps

La mortalité n'affecte pas l'analyse de la stabilit¢ dans le temps des performances de
croissance étant donné qu'elle repose sur les données individuelles d'animaux survivants tout au
long de l'expérience.

Dans notre expérience, nous avons démontré que plus de 80 % du poids total d'un individu
de 11 mois peut étre expliqué par sa vitesse de croissance estimée sur les premiers mois dans une
population expérimentale de Crassostrea gigas.

De nombreuses tentatives ont été faites dans le passé pour prédire le poids d'un individu a
taille commerciale a partir de sa taille a un stade précoce (Losee, 1978; Newkirk, 1981). Un tel
résultat serait trés important en aquaculture puisque cela permettrait de réduire le temps de
génération dans les programmes d'amélioration génétique. La question principale qui est soulevée
est l'existence de mécanismes de compensation pour la croissance, l'interaction négative entre la
taille d'un individu et sa vitesse de croissance permettant aux animaux de petite taille de rattraper
ceux de plus grosse taille. Le phénoméne de compensation pour la croissance a été suggéré par
Ricker, 1975 puis mis en évidence chez différentes especes de bivalves (Argopecten irradians
Auster et Stewart, 1984; Mercenaria mercenaria Eldridge et Eversole, 1982). Les études

précédentes sur l'existence d'une relation entre croissance précoce et croissance tardive ne sont en
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général pas concluantes (Newkirk, 1981; Malinovski, 1987, 1988; voir chapitre introductif).
Cependant, a I'heure actuelle, aucune étude de ce type n'a porté sur une population de bivalves
obtenue en laboratoire avec un suivi individuel dans des conditions de densité et quantité de
nourriture contrdlées. Ces conditions sont tres particulieres comparées aux conditions de production
des écloseries ou les densités sont particulierement élevées. L'effet de la compétition trophique sur
la croissance individuelle est étudiée au chapitre 3 et permet de se rapprocher des conditions d'une
nurserie intensive.

Dans la plupart des écloseries, les individus a faible croissance sont éliminés, malgré la perte
de matériel biologique que cela implique. En effet, les résultats présentés ici montrent que les
individus a faible croissance au stade jeune resteront toujours a faible croissance dans des
conditions de densité trés faible et ne rattraperont jamais les individus de plus grosse taille. En
d'autres termes, il n'existe pas de phénomene de compensation pour la croissance chez I'huitre
creuse dans les conditions de notre étude. Dans la premicre partie de l'expérience, les petits
individus et les gros individus sont dans des conditions optimales de croissance en absence de toute
interaction de "voisinage" et, méme dans de telles conditions, les petits individus ont une vitesse de
croissance qui reste faible. Ainsi, la taille de I'individu ne serait pas la résultante de facteurs externes
de milieu mais bien déterminée par des facteurs endogénes.

Une conséquence de ce résultat est que la forte variabilité observée fréquemment chez les
bivalves marins a une origine probablement précoce. Il est clair, sur les cinétiques de croissance,
que les différences observées entre les populations sont apparues dans les premiers mois. La forte
conservation du taux de croissance apres cette période maintient ces différences tout au long de la
premiere année.

Le degré avec lequel la taille est fonction de facteurs autres que génétiques, tels que des
artefacts dans le systétme d'environnement de I'écloserie, détermine avec quelle précision la
croissance d'un individu peut étre prédite a partir de sa taille relative. Toro et al. (1995) ont trouvé
des coefficients de corrélation (Spearman) importants entre le poids total et la longueur a 8 et 14
mois chez Ostrea chilensis.

En Octobre 1997, la totalité de la population faisant 1'objet de notre travail a été transférée
pendant un mois dans des bassins d'élevage extérieurs ou la température et la qualité de l'eau sont
celles de l'estuaire de la Seudre. Durant cette courte période, I'ordre des individus est resté inchangé
et la relation entre croissance pré et post transfert reste significative et importante. Ceci est encore
une conséquence de l'absence de mécanismes de compensation pour la croissance chez Crassotrea

gigas dans les conditions de notre expérience, celles d'une écloserie expérimentale.
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Bilan - Synthése

=" Stabilité temporelle trés forte de la croissance: pas de compensation
pour la croissance chez Crassostrea gigas, les petits individus restent
petits. La croissance serait dépendante de facteurs endogenes et/ou
génétiques.

=" La mortalité affecte essentiellement les individus les plus petits.

=" La vitesse de croissance est dépendante de la "population parentale".

Encore un ¢élément en faveur d'une base génétique forte de la croissance
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Etude de la croissance chez Crassostrea gigas au stade adulte: effet de
la densité d'élevage et analyse de la stabilité temporelle en écloserie et

dans le milieu naturel
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1 Introduction

La quantité de nourriture disponible et la densité d'élevage sont les sources de variation les
plus importantes pour la croissance des espéces aquatiques (Purdom 1974; Mann et Taylor, 1977;
Malecha 1977, 1983; Kinghorn, 1983; Doyle and Talbot, 1986). Cependant, une série de questions
fondamentales concernant la croissance des bivalves marins ne trouve encore aucune réponse a
I'heure actuelle. Dans quelle mesure les conditions environnementales, et en particulier le niveau de
compétition trophique engendré par des densités élevées, peuvent-elles modifier la croissance et sa
stabilité dans le temps comme on 1'a mis en évidence au chapitre 2 ?

L’amplitude des différences de croissance observées dépend de la variabilité génétique
présente dans le matériel étudié ainsi que des conditions environnementales. La difficulté ici est que
les individus représentent eux-mémes une part de "l'environnement" a travers la densité d'élevage.
Cette derniére peut étre appréhendée a travers la comparaison de différents niveaux de densité (lots)
que l'on peut établir de 3 manieres différentes:

1. La biomasse est constante: la quantité¢ de nourriture apportée est égale pour chaque lot

mais le nombre d’individus par lot est ajusté dans le temps de maniére a maintenir une biomasse
constante. Les lots a plus forte croissance sont représentés par moins d’individus que les lots a plus
faible croissance. En conséquence, la quantité de nourriture par individu est différente d’un lot a
|’autre mais constante par gramme d'huitre.

2. Les effectifs sont constants: la quantité de nourriture apportée est égale pour chaque lot
mais la masse totale d'individus varie d’un lot a I"autre. Les lots a plus forte croissance ont une
biomasse plus élevée que les lots a plus faible croissance. En conséquence, la quantité de nourriture
par gramme d'huitre est différente d'un lot a l'autre mais identique par individu.

3. La quantité de nourriture par individu est constante, ce qui suppose que la compétition

entre les individus soit nulle ou suffisamment faible pour espérer pouvoir étre négligée. Cette
situation est envisageable dans la pratique, dans le cas d'un petit nombre d'individus de petite taille
maintenus dans des microstructures (chapitre 2). Pour des individus de plus grande taille, cela n'est
pas pratiquement envisageable.

Les questions qui se posent concernent précisément l'aptitude & croitre en conditions
trophiques limitantes, comme c'est le cas par exemple pour le bassin de Marennes-Oléron, donc en
présence d'un niveau de compétition trophique fort entre les individus. Si on veut pouvoir
sé¢lectionner des individus qui valorisent au mieux leur nourriture, travailler exclusivement en

milieu ad libitum limiterait considérablement la portée des conclusions.
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Des questions fondamentales sur les facteurs influengant la croissance restent sans réponse
chez les bivalves marins élevés en milieu contr6lé: comment agit la compétition intra spécifique sur
la vitesse de croissance ? Quel est son impact sur la variabilité de la croissance ? Influence-t-elle la
conservation dans le temps de la vitesse de croissance (chapitre 2) ?

Dans ce chapitre, les mémes aspects de la croissance étudiés au chapitre 2 seront abordés
dans des conditions de densité d'élevage différentes en utilisant la modalité n°® 2 décrite ci-dessus
(nurserie de Bouin, Vendée). L'absence de compensation pour la vitesse de croissance mise en
évidence au chapitre 2 sera également réexaminée dans un site d'élevage naturel a forte productivité

(Etang de Thau).

2. Matériels et méthodes

Le matériel biologique utilisé dans ces deux expériences de croissance est issu des
croisement intra-population dont les modalités sont décrites au chapitre 1. Une partie de ce matériel

est utilisé dans l'expérience de Bouin et le reste dans l'expérience de Palavas (figure 3-1).

2.1.  Expérience de Bouin

2.1.1. Matériel biologique

Une partie des 3 populations "5x5" (chapitre 1) a été transférée en deux temps de 1’écloserie
de La Tremblade (Estuaire de la Seudre, Charente maritime, France) vers la nurserie de Bouin (Baie
de Bourgneuf, Vendée, France): une partie au printemps 1996 puis le reste en automne 1996,
donnant ainsi deux sites de pré grossissement différents, notés "B" pour la nurserie de Bouin et "T"
pour I'écloserie de La Tremblade. Les conditions de croissance ayant été différentes au cours de 1’été
entre Bouin et La Tremblade, nous disposons donc en fait de 2 x 3 = 6 lots distincts. Le tableau 3-1
présente le matériel biologique qui a €t€ suivi pour la croissance a la nurserie de Bouin au début

1997.

2.1.2. Dispositif expérimental

La solution technique choisie pour disposer de différents niveaux de compétition trophique
consiste a utiliser plusieurs densités de "compétiteurs". Cette solution est en effet plus légére a
mettre en ceuvre qu'un triple ajustement quotidien des débits de phytoplancton. Il est en effet plus
facile de réguler une densit¢ que d'ajuster la quantité¢ de phytoplancton dans chaque bac. Ces
"compétiteurs” sont des huitres de 60 g, issues d'un lot unique, les plus homogénes possible en

poids.
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3 populations dans 2 environnements

}

Echantillon de 200 individus
tirés au hasard

l

Distribution des poids totaux
pour la définition de 10 classes

Suivi
— Echantillonnage uniforme —— de
Bouin

Suivi
. » Lereste: 4 classes de poids total — de
Palavas

figure 3-1: Devenir des populations G1. Un échantillon a été utilisé pour définir les classes de poids
initial dans chacun des 6 lots (3 populations dans 2 environnements) pour l'échantillonnage
uniforme. Le reste a été transféré a Palavas pour suivi de croissance dans I'étang de Thau.

tableau 3-1: Effectifs totaux par population pour les 2 parcours.
Individus transférés a Bouin

Individus transférés

Population ; 5. in en juin 1996 en novembre 1996
BA 1743 2182
PDB 1394 2515
ARC 849 788

tableau 3-2: Bornes des classes de taille (en g) définies sur un échantillon de 200 individus par
population et par site de pré grossissement (Bouin ou La Tremblade). pdb = Port des Barques, ba =
Bonne-Anse, arc = Arcachon.

Bouin La Tremblade
Classe pdb ba arc pdb ba arc
1 0-75 0-9.6 0-84 0-6,6 0-7,5 0-49
2 7,5-10,6 9.6-129 84-11,3 6,6-94 7,5-11,2 49-78
3 10,6 -13,6 129-163 11,3-14,1 94-122 11,2-148 7.8-10,6
4 13,6-16,7 163-19,6 14,1-17 12,2-15 14,8-184 10,6-13,5
5 16,7-198 19.6-23 17-198 15-178 184-22,1 13,5-164
6 19,8 -22,8 23-264 19,8-22,6 17,8-20,5 22,1-257 16,4-192
7 22,8-259 264-29,7 22,6-255 20,5-23,3 257-293 19,2-22.1
8 25,9-289 29,7-33,1 25,5-283 23,3-26,1 293-33 22.1-249
9 28,9-32 33,1-364 283-31,2 26,1-289 33-36,6 249-278
10 >32 > 36,4 > 28,9 > 36,6 >27.8
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Le poids total moyen de "compétiteurs" (67,9 g) est choisi plus important que celui des
individus étudiés (20-40g) afin de rendre aussi constant que possible leur prélévement trophique.
Trois bacs (3 modalités) ont été fixés. La quantité de "compétiteurs" par bac varie de la maniére
suivante:

Bac N° 0 = compétition trophique faible: 100 individus par lot (voir échantillonnage ci-apres), soit

600 individus marqués individuellement, pas de "compétiteurs”.

Bac N° 1 = compétition trophique moyenne: 100 individus par lot (voir échantillonnage ci-apres),

soit 600 individus marqués individuellement + 489 "compétiteurs” (soit une biomasse de 33 kg).

Bac N° 2 = compétition trophique forte: 100 individus par lot (voir échantillonnage ci-apres), soit

600 individus marqués individuellement + 1333 "compétiteurs" (soit une biomasse de 66 kg).
Les notations 0, 1 et 2 font référence aux quantités de compétiteurs contenues dans chaque modalité.
Dans chaque bac, les huitres marquées individuellement et les compétiteurs ont été¢ mélangés
et placés dans 6 clayettes en plastique ajouré. La densité est de 100, 180 et 280 individus par
clayette, respectivement pour les bacs 0, 1 et 2. Le positionnement des clayettes dans les bacs est
aléatoire et modifié a chaque lavage hebdomadaire. Chaque bac est alimenté en continu (débit 2,4
m’.h™") en eau de mer préalablement décantée. La température est régulée a 16 °C. Le phytoplancton
(Skeletonema costatum) est produit sur eau salée souterraine et mélangé dans le systéme. L'apport en
oxygene est assuré par une rampe de bullage alimentée en air pulsé au fond de chaque bac. Le
niveau théorique de compétition trophique a été défini a 20, 60 et 80 % de prise de nourriture

respectivement pour les bacs 0, 1 et 2.

2.1.3. Echantillonnage

Afin de maximiser la variabilité de taille des huitres qui seront suivies au cours de
I'expérience, I'échantillonnage n'a pas été réalisé¢ de maniere aléatoire mais de maniére quasiment
uniforme (figure 3-2). Pour chacun des 6 lots, une premiére pesée de 200 huitres a permis de dresser
un histogramme de distribution des poids en 10 classes (tableau 3-2). Ensuite, les huitres ont été
pesées individuellement jusqu'a obtention de 30 individus par classe et par lot (soit 10 individus par
lot par classe et par bac), qui ont été étiquetés individuellement. Il n'a pas été possible d'obtenir 10

individus pour les classes de poids extrémes (tableau 3-3).
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2.1.4. Suivi de croissance

L'ensemble des individus marqués a été pesé les 2, 18 et 29 avril 1997, les 7 et 21 mai 1997,
les 7 et 16 juin 1997 et le 1¥ juillet 1997, soit de maniére quasi hebdomadaire sur 90 jours. Ces
dates correspondent respectivement a 351, 367, 378, 386, 400, 417, 429 et 441jours apres
fécondation.

A la température 16 °C, on évite la maturation des animaux. La durée de l'expérience dépend
notamment de la possibilité d'ajuster le niveau de prise du bac N° 2 a 80%: une croissance trop
importante des huitres pourrait amener a dépasser ce seuil et donc entrainer un niveau de
compétition trophique trop important entrainant des mortalités. Les poids totaux individuels sont
donnés au tableau 3-4.

Les paramétres hydrobiologiques suivants ont été mesurés tout au long du suivi de
croissance:

- débit (éprouvette graduée et chronometre)

- température (thermometre mini maxi a 0,1 °C pres)

- salinité (conductimetre Kent LFI96 WTW a 0,1 %o preés)

- turbidité en NTU (Unité Nephélométrique de Turbidité, turbimétre HACH)

- oxygene (oxymetre YSI S8, 4 0,1 % de saturation pres)

- quantité de nourriture (comptage de cellules phytoplanctoniques sur cellule de Mallasez)

2.2, Expérience de Palavas

Une partie des 3 populations "5x5" (figure 3-1) a été transférée vers I'étang de Thau (Station
[FREMER de Palavas les flots):

= Bonne Anse, préalablement transférée a Bouin en juin 1996 (noté¢ BANB)

* Bonne Anse, préalablement transférée a Bouin en novembre 1996 (noté BANR)

= Port des Barques préalablement transférée a Bouin en juin 1996 (noté PBAB)

Chaque population a €té divisée en 4 classes de poids total, notées 1 a 4 et équivalant
respectivement a < 16 g, [16 g, 20 g[, [20 g, 24 g[ et > 24g. La technique de culture locale repose
sur le collage des individus sur une corde qui est suspendue a une table (voir plan de disposition a la
figure 3-3). Le collage étant définitif, il est impossible d'envisager un suivi de croissance individuel
dans la pratique. Seul le poids initial individuel est connu, il a été déterminé entre le 8 et le 11 Avril
1997. Presque un an plus tard, le 2 février 1998, le poids total final moyen par corde a été estimé par
le rapport suivant: (poids de la corde entiére - poids de la corde a vide)/nombre d'individus sur la

corde. La période de croissance a duré 297 jours.
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tableau 3-3: Lichantillonnage uniforme de chaque classe de taille. Effectifs par classe, par bac et par

Chapitre 3

population.
Classe de poids total
Population Site -(Ic pre- Bac 1 2 3 4 5 6 7 8 910
grossissement

PDB Bouin 0O 7 10 10 10 10 10 10 10 10 6
| 7 10 10 10 10 10 10 10 10 5

2 6 10 10 10 10 10 10 10 10 6

La Tremblade O 10 10 10 10 10 10 10 9 3 2

I 10 10 10 10 10 10 10 9 3 2

10 10 10 10 10 10 10 9 3 2

BA Boumn 0O 9 10 10 10 10 10 10 10 6 3
I 10 10 10 10 10 10 10 10 5 3

2 9 10 10 10 10 10 10 10 5 3

La Tremblade 0O 10 10 10 10 10 10 10 10 8 5

1 10 10 10 10 10 10 10 10 7 6

2 10 10 10 10 10 10 10 10 7 5

ARC Bouin O 6 10 10 10 10 10 10 10 5 3
1 5 10 10 10 10 10 10 10 5 3

S 10 10 10 10 10 10 10 5 3

La Tremblade O 7 10 10 10 10 7 3 1 01

| 7 10 10 10 10 7 3 I 0 0

2 7 10 10 10 10 6 4 1 0 0

Total général

1495  Total par classe 145 180

180 180 180 170 160 150 92 58

35 1

30 4

20 4

Effectif

—+— Echantillonnage uniforme

—=- 200 individus tirés au hasard

Poids total (g)

figure 3-2: Distribution des poids totaux pour la population d'Arcachon pré-grossie a Bouin,

pggulalion et échantillon uniforme.
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tablcau 3-4: Poids total moyen (g) par population ¢t par site de pré grossissement. pdb = Port des
Barques, ba = Bonne Anse, arc = Arcachon. Sites de pré grossissement: T~ La Tremblade, B —
Boun

Population B T moyenne
pdb 21,2 16,4 18,9
ba 228 21,9 223
are 19.4 12,0 16,3
Moyenne 21,2 17,5 19,4
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figure 3-3: Suivi de Palavas. Disposition des cordes sur la table (vue de dessus). BANR 16 cordes
de 60 individus, n = 960, BANB 15 cordes de 60 individus et | corde de 39 individus, n = 939 et
PBAB 1[5 cordes de 60 individus, n = 900. Chaque carr¢ blanc représente une corde portant des
individus externes a cette experience
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figure 3-4: Suivi de Bouin. Exemple de 50 courbes de croissance individuelles chez Crassostrea
gigas agee de 1 ans. La croissance est tres significativement lincaire pendant le suivi de croissance.
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2.3, Analyses statistiques

Tous les traitements statistiques ont été faits a I'aide du logiciel SAS (SAS Institute, 1988).
Les vitesses de croissance individuelles du suivi de Bouin, ont été déterminées par régression
linéaire simple sur les courbes de croissance (SAS PROC GLM) puis ont été utilisées comme

variables. Le modele complet suivant a été utilisé pour décrire les différents effets:
GR = o.COMPET + B.POP + 8.0RIGINE(POP) + y.POIDSINI + a.POP*POIDSINI + b.COMPET*POIDSINI + ¢

COMPET: Niveau de compétition trophique (3 modalités: 0, 1 ou 2)
POP: Population des parents (3 modalités: ARC, BA ou PDB)
ORIGINE: Site de pré grossissement (2 modalités: Bouin ou La Tremblade), hiérarchisé dans POP
POIDSINI: Poids initial (covariable continue)
COMPET*POIDSINI et POP*POIDSINI sont les interactions éventuelles entre la taille initiale et le
niveau de compétition ou la population. Ces deux derniéres interactions renseignent sur l'aspect
taille-dépendance des effets de la population et du niveau de compétition trophique.

Dans le suivi de Palavas, le gain de poids moyen par corde entre les 2 mesures (en g) et le
gain relatif (croissance spécifique en %) ont été calculés puis testés dans le modele d'analyse de

variance suivant:
GAIN ABSOLU ou GAIN RELATIF= a.CLASSE + B.POP + ¢

CLASSE: Classe de poids initial (4 modalités: 1, 2, 3 et 4)
POP: Population parentale et site de pré grossissement (3 modalités: BANB, BANR et PBAB)
L'effet de la corde a été testé par analyse de variance sur le poids initial et sur le poids final
séparément, dans un modele d'analyse de variance prenant également en compte les facteurs
CLASSE et POP.
Avant d'analyser les sources de variation au sein du modele complet, la pertinence de ce
dernier est testée par comparaison avec les modeles emboités par test F (Tomassone, 1993).
L'estimation des sommes des carrés est faite selon le Type I de SAS, adaptée pour les plans

expérimentaux €quilibrés comme c'est le cas dans ces 2 expériences.
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3 Résultats
3.1.  Suivi de Bouin

3.1.1. Hydrobiologie

Aprés une bréve période de variation des températures au début du mois d'Avril, la
température de l'eau s'est stabilisée pour tous les bassins aux alentours de 16 °C durant toute la
durée du suivi de croissance. La moyenne des températures est de 15,7 °C pour les minimales et
16,6 °C pour les maximales. La salinit¢ moyenne est de 34,7 %o et n'a que trés peu varié. La
turbidité de l'eau était peu élevée et assez stable avec une moyenne de 3,8. La concentration
d'oxygene est restée a un haut niveau de saturation avec 93,9 % en moyenne. Les débits moyens par
animal sont de 4,9, 2,5et 1.4 L.h' respectivement pour les niveaux de compétition 0, 1 et 2. Les taux
moyens de prise de nourriture, calculés a partir des quantités de chlorophylle a et de phéopigment,
sont respectivement de 18,1, 49,7 et 72,2 % pour les niveaux de compétition 0, 1 et 2. L'apport
moyen de nourriture est trés similaire entre les bacs, avec des valeurs moyennes de concentration en

chlorophylle de 21,2, 21,6 et 23,1 pg.l" respectivement pour les bacs 0, 1 et 2.

3.1.2. Courbes de croissances individuelles

La mortalité, tres faible (2,27 %) pendant 1'expérience, n'a pas modifié la biomasse globale.
L'ensemble des mesures effectuées entre j351 et j441 a généré 1461 courbes de croissance
individuelles.

La croissance est trés significativement linéaire sur toute la période de mesure comme le
montre la figure 3-4 ou les cinétiques de croissance de 50 individus sont représentées. La courbe de
croissance de chaque individu peut donc étre décrite par un modéle linéaire simple a deux
paramétres: le poids total initial (en g) et la vitesse de croissance (en g.j""). Les ajustements linéaires
sont significatifs pour tous les individus (F allant de 12,5 a 10456; P allant de 5,9.10'll a0,01; R*
moyen = 0,98). Les vitesses de croissance estimées vont de 0,0139 a 0,6779 g.j'l, donnant une
variation de 1 a 48. Ces vitesses de croissance correspondent & une prise de poids annuelle
respectivement de 5 g et de 250 g. La vitesse de croissance moyenne de tous les individus est de

0,230 + 0,003 g.j”" correspondant a un taux de croissance spécifique de 114,5 + 1,3 %.
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3.1.3. Modéle global

Le modele global explique de maniére significative les différentiels de vitesse de croissance.
Le tableau 3-5 donne les différentes sources de variations pour le modéle complet. La pertinence du

modele complet a été testée par la comparaison avec les modéles emboités.

3.1.4. Effet du niveau de compétition trophique sur la croissance

Comme prévu, les différences de densité entre les bacs entrainent des différences de prise de
nourriture se répercutant sur la vitesse de croissance dont les valeurs moyennes sont de 0,264 +
0,005, 0,250 + 0,005 et 0,174 + 0,003 g.j'1 respectivement pour les bac 0, 1 et 2. Ces vitesses de
croissance correspondent a des taux de croissance spécifique de 130,7 = 2,3 %, 124,2 = 2,1 % et
87,8 + 1,6 % respectivement pour les bacs 0, 1 et 2. Le niveau trophique affecte significativement la
vitesse de croissance (F = 25,8; P < 0,0001). Cependant, les niveaux 0 et 1 ne sont pas
significativement différents entre eux mais sont différents du niveau 2 (figure 3-5). La quantité de
nourriture est donc un facteur limitant pour la croissance dans le bac 2 mais pas dans les bacs 0 et 1.

La croissance observée dans les bacs 0 et 1 peut étre considérée comme la croissance
maximale, ou potentiel de croissance, des huitres marquées a la température de l'expérience, 16 °C.
Les modalités 0 et 1 seront regroupées dans la suite des analyses.

La variabilité de la taille peut étre quantifiée par le coefficient de variation; I'évolution de
celui-ci dans le temps et entre les 3 niveaux de compétition montre que la variabilité chute de
maniére assez importante quel que soit le niveau de compétition (diminution en moyenne de 46,5 %
a41.,8 %).

Cependant, pour le niveau de compétition plus €levé (2), la baisse est plus lente. Le
coefficient de variation a la fin du suivi de croissance est plus élevé pour le fort niveau de densité
(2: figure 3-6) que pour le faible (0 et 1). Les coefficients de variation de la vitesse de croissance
respectivement pour les niveaux de compétition 0, 1 et 2 sont respectivement de 42,2, 40,8 et 42,7
%.

3.1.5. Différences de croissance entre populations et entre sites de pré grossissement

De la méme maniere que le suivi de croissance de la premiere année (chapitre 2), les 3
populations montrent des performances de croissance significativement différentes (F = 55,9; P <
0,0001). Arcachon a une croissance de 0,1885 + 0,0048 g, significativement plus faible que les
deux autres populations (BA: 0,2572 + 0,0045 g.j”’ et PDB: 0,2355 + 0,0045 g.j")‘

Le site de pré grossissement affecte également la vitesse de croissance (F = 32,5; P <

0,0001) mais l'interaction entre populations et sites de pré grossissement n'est pas significative (F =
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1,27 NS). Dans les 3 populations, la croissance des huitres pré-grossies a Bouin est plus rapide que

celle des huitres pré-grossies a la Tremblade (figure 3-7).

3.1.6. Influence de la taille (poids total initial)

Le modéle global montre des interactions significatives entre le poids initial et le niveau de
densité d'élevage (tableau 3-5). Dans le but d'illustrer ce résultat, 10 classes de poids total ont été
déterminées au premier point de mesure (j351) dans chaque population d'une part et dans chaque
niveau de compétition d'autre part. L'échantillonnage de départ n'étant pas aléatoire mais uniforme
(aux déséquilibres entre les effectifs des classes pres), il est plus rigoureux de redéfinir les classes de
poids total initial a partir des individus de chacune des populations (tableau 3-6).

L'analyse de l'effet du niveau de compétition trophique sur la relation entre la vitesse de
croissance et le poids total en début d'expérience est représentée a la figure 3-8A. L'analyse de
covariance révele un effet du niveau de compétition trophique sur cette relation (F = 124,2; P <
0,0001). En effet les individus les plus petits ne sont pas influencés de la méme maniére par une
forte densité d'élevage que les gros individus. Néanmoins, la diminution relative de vitesse de
croissance entre compétition trophique faible (0 et 1) et forte (2) est trés peu dépendante du poids
initial: cette baisse relative est de I'ordre de 40 % quelle que soit la classe de poids initiale (figure 3-
8B).

L'interaction significative entre la population et le poids total initial (tableau 3-5) peut étre
représentée par la relation entre la vitesse de croissance et le poids total initial pour les 3
populations (figure 3-9). Les relations par population sont significativement linéaires et de pentes
différentes pour chaque population, illustrant l'interaction entre population et poids total initial. La
pente pour la population d'Arcachon est plus forte que pour les deux autres populations (Arcachon:
0,0086; Bonne Anse: 0,0067; Port des Barques: 0,0078), signifiant que, parmi les individus les plus
gros, les individus d'Arcachon sont plus performants que dans les 2 autres populations. En revanche,
parmi les individus les plus petits, les populations Bonne Anse et Port des Barques prennent
I'avantage. Etant donné que la population d'Arcachon est constituée d'un plus grand nombre
d'individus, de plus petite taille que les deux autres populations, I'effet global de la population est en

défaveur d'Arcachon (figure 3-7).
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tableau 3-5: Suivi de Bouin. Analyse du modele complet et des sources de variation.

Source de Variation F (SAS Type 1) P

Poids total mitial (TWINI) 75160 0.0001
Niveau de compétition trophique (COMPET) 1651.1 0,0001
Population parentale (POP) 2653 0.0001
Site de prégrossissement (ORIGINE) 31,3 0.,0001
TWINFCOMPET 90,1 0.0001
TWINI*POP 63,8 00001

0,30 !

Vitesse de croissance moyenne (g.j ')

0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

figure 3-5: Suivi de Bouin. Effet du niveau de compétition trophique sur la vitesse de croissance de
Crassostrea gigas. A et B sont significativement différents (P < 0,05). Les données représentent la
moyenne + se.
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figure 3-6: Suivi de Bouin. Evolution de la variabilité du poids total en fonction du temps et du
niveau de compétition trophique chez Crassostrea gigas.
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figure 3-7: Effet du site de pré grossissement (B = nurserie de Bouin, T = écloserie de La
Tremblade) sur la vitesse de croissance pour les 3 populations (ARC = Arcachon, BA = Bonne
Anse et PDB = Port des Barques), en conditions de forte densit¢ (A) et de faible densité (B).
Arcachon se distingue des deux autres populations par une vitesse de croissance plus faible pour les
2 sites de pré grossissement et les deux conditions de densité. Les données représentent la moyenne
+ se.

ba

tableau 3-6: Classes de poids total initial (j351). Chaque classe est caractérisée par des effectifs
différents. Les bornes délimitent des classes de méme taille.

Classe arc ba pdb
1 0-3,9 0-5.5 0-4.8
2 3,9-78 5,5-11 4.8-9.6
3 78-11,7 11-16,5 9.6-144
4 11,7-15,6  16,5-22  14,4-19.2
5 15,6-19.5 22-275 19.2-24
6 19,5-234 27,5-33  24-288
7 234-273 33-38,5 288-336
8 27.3-31,2 385-44 33,6-384
9 31,2-35,1  44-49,5 38,4-432
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figure 3-8: Représentation de l'interaction entre le niveau de compétition trophique et le poids
initial chez Crassostrea gigas. Les données représentent la vitesse de croissance moyenne par
classe de poids total initial et par niveau de compétition trophique (A). La vitesse de croissance
moyenne a forte compétition est représentée relativement a celle a faible compétition (B). La
croissance dans le bac 2 représente environ 60 % de la croissance dans le bac 0-1 (courbe rouge, B). |
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3.1.7. Corrélation entre poids total initial et final

La corrélation entre le poids total en début d'expérience (huitres dgées de 12 mois) et le
poids final en fin d'expérience (huitres dgées de 15 mois) est représentée figure 3-10 pour les deux
niveaux de densité. Plus de 80 % du poids total a la fin de I'expérience est expliqué par le poids total
en début d'expérience, illustrant la trés bonne conservation dans le temps de la vitesse de croissance.
La relation est un peu modifiée en fonction de la densité, illustrant 1'effet de cette derniére sur le

gain de poids entre j351 et j532.

3.2, Suivi de croissance dans l'étang de Thau

Le systeme d'élevage sur corde, typique de I'é¢tang de Thau, ne permet pas de faire un suivi
individuel de croissance. L'analyse a donc porté sur des poids moyens par corde qui constituent les
unités expérimentales. Les vitesses de croissance moyenne dans l'étang de Thau sont de 0,271 +
0,004 gj”" pour BANB, 0,268 + 0,004 g.j”' pour BANR et 0,278 + 0,006 g.j”' PBAB.

Le gain brut moyen est de 81,1 + 0,8 g soit une vitesse de croissance moyenne de 0,27 g.j”
La population et la classe de poids initial n'ont aucune influence sur le gain brut de poids (F = 1,44
P = 0,2321, figure 3-13A). Le gain a tendance a augmenter avec la classe de taille initiale pour la
population de Port des Barques (PBAB) et a diminuer pour la population de Bonne Anse (BANB).

La classe de poids initial modifie trés significativement (F = 201 P < 0,0001, figure 3-13B)
le gain relatif au poids initial (% de croissance ou croissance spécifique), mais pas la population (F
= 1,05 P =0,3584). Les individus les plus gros (classe 4) ont une croissance spécifique faible (en
moyenne de 298,6 £ 9,7 %) comparée aux individus les plus petits (classe 1) avec 630,0 + 13,6 %.

La stabilité des performances de croissance a été évaluée par la relation entre le poids total
initial moyen d'une corde et le poids final moyen de cette méme corde. Les résultats sont présentés a
la figure 3-12. La relation, trés significativement linéaire (P < 0,0001), montre que 57 % du poids

total final moyen d'une corde est expliqué par son poids moyen initial.

4. Discussion

Les résultats présentes ici constituent l'une des premiére études précises dans la littérature
sur l'effet de la densité d'élevage sur la croissance en milieu strictement contr6lé chez un bivalve
marin. La densité est un des parametres les plus importants en aquaculture étant donné son effet
négatif sur la croissance.

Les vitesses de croissance mesurées dans ces deux expériences (de l'ordre de 0,2 g;j” pour la

: 2 | s : . ,
nurserie de Bouin et de 0,27 g.j~ pour Palavas) sont supérieures aux vitesses de croissance mesurées
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au chapitre 2 dans I'écloserie de La Tremblade (de l'ordre de 0,15 g.j"), malgré les densités trés
faibles. Les différences entre La Tremblade et Bouin peuvent s'expliquer par les quantités de
nourriture distribuées, la qualité et le type d'eau de mer, la température et les débits. L'étang de Thau
est un milieu réputé pour donner des croissances considérables, beaucoup plus importantes que les
valeurs obtenues en milieu naturel dans le bassin de Marennes-Oléron ou Arcachon.

Les différences entre sites sont réguliérement mises en évidence dans les rapports du REseau
MOllusques du département Ressources Aquacoles (REMORA) qui est le réseau de suivi de la
croissance de 'huitre creuse sur les cotes frangaises. L'étang de Thau est le site le plus poussant en
France, avec un gain moyen de 120 g pour des huitres dgées de 18 mois (plus de 0,4 g.j'l), le poids
pouvant tripler en 10 mois (REMORA, Goyard, 1994). Les caractéristiques climatiques et un milieu
particulierement riche, mais aussi 1'absence d'exondation, expliquent ces performances. D'autre part,
le systéeme de culture des huitres dans I'étang de Thau est de type "extensif", sans compétition pour
l'espace ni pour les ressources trophiques qui sont présentes en grande quantité. Il est également
connu que, dans le milieu naturel, les rations sont constituées de nombreuses espéces
phytoplanctoniques produisant des huitres a plus forte croissance en comparaison aux rations des

écloseries basées sur un faible nombre d'especes (Epifanio, 1979).

4.1.  Relation vitesse de croissance et poids total initial

La vitesse de croissance dans l'expérience de Bouin est trés fortement dépendante de la taille
initiale, comme cela est souvent observé par exemple chez la palourde ou cette taille explique 48,8
% de la croissance (Severeyn ef al., 1996). La vitesse de croissance représente le gain par unité de
temps. Un individu a une vitesse de croissance d'autant plus élevée que son poids initial est élevé
(figure 3-9) comme cela a ét¢ démontré lors du suivi de croissance effectué a La Tremblade. Dans
I'é¢tang de Thau, on ne retrouve pas cette tendance. Les individus suivis pour leur croissance ont
atteint un age d'environ 2 ans et il est probable qu'ils aient atteint leur taille limite. Ainsi, les
différences de vitesse de croissance entre individus sont trés diminuées par rapport a des individus
moins agés et d'autre facteurs externes peuvent alors s'exprimer. Il est connu qu'un des problémes
pour l'ostréiculture locale dans I'étang de Thau est le biofouling, qui est la fixation d'épibiontes en
grand nombre. Méme si la quantité de nourriture présente dans I'étang de Thau est trés importante,
les épibiontes peuvent agir comme compétiteurs trophiques et perturber la croissance, par rapport
aux conditions d'élevage dans l'écloserie de La Tremblade ou la nurserie de Bouin. Ce type de
compétition trophique peut étre lié a la taille de l'huitre, une huitre de grosse taille offrant une

surface plus importante pour les éventuels épibiontes.
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figure 3-9: Illustration de l'interaction entre population (POP; arc = Arcachon; ba
pdb =Port des Barques) et poids total initial (TWINI) sur la vitesse de croissance.
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figure 3-10: Corrélation entre le poids total a 12 mois et le poids total a 15 mois chez Crassostrea
vigas, dans deux niveaux de densité (faible: 0-1; fort: 2). Les données individuelles sont

représentees, n = 1495
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figure 3-11: Croissance spécifique chez Crassostrea gigas en fonction du poids initial. Les
individus les plus petits grossissent proportionnellement plus que les gros individus.
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figure 3-12: Relation entre le poids total, initial et final, chez Crassostrea gigas élevée dans l'étang
de Thau. Chaque point représente la valeur moyenne d'une corde. La relation est trés
significativement linéaire et explique 57 % de la variabilité totale.
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figure 3-13: Résultats de croissance de Crassostrea gigas dans I'étang de Thau. Gain de poids en g
(A) et croissance spécifique en % (B) par population. Les données représentent la moyenne sur les

cordes * se.
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Une autre explication serait I'existence d'un biomasse au dela de laquelle la fonction de
filtration serait affectée: les gros individus sur une corde constituerait un niveau de compétition
intra-spécifique plus important que le méme nombre de petits individus sur une corde. Ainsi, la
compétition engendrée par les petits individus n'affecterait pas la filtration et donc la croissance des
classes 1, 2 et 3, d'ou une vitesse de croissance moyenne a peu pres croissante (figure 3-13). La
gameétogénese peut également étre un élément d'explication: le suivi de Bouin est fait sur 3 mois
hors période de reproduction et a une température trop basse pour le développement de gameétes (16
°C). Cependant, le suivi dans I'étang de Thau est fait sur presque une année en condition naturelle
ou la maturation se fait normalement. Les gros individus (classe 4) auraient pu consacrer une
énergie plus importante pour la reproduction que les petits (classes 1 a 3). La conséquence serait un
retard de croissance des gros individus par rapport aux petits, se répercutant sur le poids final.

La croissance dite spécifique, qui est la part de gain par rapport au poids total initial, varie
négativement avec le poids initial. Ce dernier résultat est évident étant donné la liaison entre ces 2
variables, mais il est néanmoins intéressant car il montre qu'un petit individu grossit plus vite
proportionnellement qu'un gros individu. Ce résultat est d'autant plus fort que le suivi fait dans
I'é¢tang de Thau confirme cette tendance. Cependant, ce phénoméne observé dans un trés grand
nombre d'especes, n'a aucun rapport avec le phénomeéne de compensation pour la croissance défini
au chapitre 2 et se caractérisant par une relation négative entre la vitesse de croissance (et non la
croissance spécifique) et le poids de l'individu.

Les courbes de croissance individuelles sont strictement paralléles et ne se croisent pas,
démontrant encore l'absence de toute compensation pour la vitesse de croissance au moins sur la

durée de l'expérience, 3 mois.

4.2, Effet de la population et du parcours de pré-grossissement

Le site de pré-grossissement affecte de maniere significative, plusieurs mois apres, la vitesse
de croissance chez Crassostrea gigas. La différence entre 'écloserie de La Tremblade et la nurserie
de Bouin repose sur le phytoplancton utilisé et sur la qualité¢ de l'eau. Pour l'écloserie de La
Tremblade, l'eau provenant de l'estuaire de la Seudre est traitée par décantation, double filtration et
supplémentation en phytoplancton. La nurserie de Bouin utilise de I'eau de mer supplémentée en
phytoplancton avec des débits beaucoup plus importants qu'a La Tremblade. Les conditions de
stockage des huitres a La Tremblade avant le transfert sont trés différentes du suivi de croissance

exposé au chapitre 2. En effet, les densités étaient assez importantes, indéterminées mais identiques
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; s . . g - " v
pour tous les lots. On peut estimer la vitesse de croissance a La Tremblade de l'ordre de 0,055 g

et I'historique de I'¢levage peut se résumer comme suit:

0,242 g.j!

Nurserie de Bouin 0,216 g.j!

v v lemps
Suivi de croissance
sur 3 mois

Transfert de | "autre moilié¢

Fécondation Tesnitert de I moitié du stock vers Bouin

16/04/1996 disiteckvers Dot Novembre 1996

Juin 1996

L'historique d'¢levage modifie donc la vitesse de croissance mesurée en fin d'expérience. I
est possible que les taux de mortalité soient différents entre les deux sites d'élevage. [l a ét¢ mis en
évidence un effet positif de la mortalité sur la croissance au chapitre 2: les individus a plus faible
croissance subissent plus l'effet de la mortalité que les individus a plus forte croissance. Lorsque les
deux lots sont séparés, si la mortalité a Bouin est plus forte qu'a la Tremblade, les survivants auront
une vitesse de croissance plus importante. Cependant, au chapitre 2, la mortalité était de cause
inconnue et, dans cette hypothése, les mortalités a La Tremblade et a Bouin sont supposées
provoquer les mémes effets sur la croissance des huitres, ce qui ne peut pas étre verifi€ ici.

Il est possible que les individus stockés a La Tremblade n'aient pas pu exprimer tout leur
potentiel de croissance. Les individus ainsi "réprimés" se retrouvent ensuite dans un milieu leur

permettant d'exprimer leur croissance maximale.

4.3.  Ljffet du niveau de densité d'élevage

Les résultats de ce suivi individuel de croissance chez Crassostrea gigas quantifient de
maniere précise I’effet d’une baisse de nourriture disponible dans le milieu due a la compétition
inter individuelle. Le taux de prise varie de maniére monotone avec la densité dans la gamme de
valeurs de l'expérience: 495 individus par bac donnent un taux de prise de 18 %, 3144 individus par
bac donnent un taux de 72 %. Une valeur de densité intermédiaire (1462 individus par bac) donne
un taux de prise intermédiaire (50 %).

La littérature est assez pauvre en études précises sur les effets de la densité en milieu

controlé malgré que cette derniére représente un des parameétres influengant le plus le résultat

96



PARTIE Il Chapitre 3

économique d'une écloserie. Quelques travaux mettent en évidence un effet négatif de la densité sur
la croissance des bivalves dans le milieu naturel (Murawski et Fogarty, 1984; Menesguen et Dreves,
1987: Peterson et Beal, 1989; Vincent et al., 1989).

En revanche, la relation entre la densité et la vitesse de croissance n’est pas linéaire mais
serait plutdt du type "en plateau" avec une biomasse-seuil au-dela de laquelle la vitesse de
croissance diminue: les densités 495 et 1462 individus par bac donnent exactement les mémes
vitesses de croissance alors qu'avec 3144 individus par bac, on diminue significativement la vitesse
de croissance. La densité seuil se situe entre 1462 et 3144 individu par bac.

Un résultat également intéressant est que le niveau de densit¢ modifie la relation entre
vitesse de croissance et taille initiale. Ce résultat est cohérent avec les conclusions de Jarayabhand
et Newkirk (1989), sur Ostrea edulis, ou un effet semblable a été mis en évidence avec également
une relation négative entre le niveau de densité d'élevage et la vitesse de croissance. Cependant,
contrairement a ces auteurs, les résultats montrent que l'impact du niveau densité d'élevage sur la
croissance relative ne dépend pas de la taille des individus: en condition de forte densité, la vitesse
de croissance diminue de 30 % quelle que soit la taille des individus, par rapport aux conditions de
faible densité. En conséquence, la densité d'élevage agit de maniére identique sur les gros comme
sur les petits individus. Par conséquent, dans notre expérience, le prélévement de nourriture par les
compétiteurs est homogeéne et se répercute instantanément sur la concentration en phytoplancton.
Sheridan (1997) suggérait, qu'a forte densité, une huitre pouvait avoir une croissance plus faible
lorsqu'elle étaient adjacente a une huitre de forte croissance par rapport a une huitre a faible
croissance. Les résultats présents montrent que de telles interactions de proximité n'existent pas
dans les conditions d'une nurserie expérimentale. Dans d'autres conditions, Peterson et Beal (1989)
ont montré, dans des suivis de croissance chez Mercenaria mercenaria, que la réduction de
croissance entre un lot 4 faible densité (10 individus par m?) et un lot a forte densité (80 individus
par m?) était de 18 % pour les individus de taille 6 cm et de 10 % pour ceux de 3 cm. En d'autres
termes, la croissance des gros individus est presque deux fois plus affectée par une forte densité que
celle des petits individus. La compétition intra spécifique est un phénoméne complexe qui ne se
résume pas uniquement a une baisse de quantité de nourriture disponible. En effet, les interactions
entre les individus au sein d'un bac ou d'une poche d'élevage sont nombreuses: des micro variations
au niveau des sels nutritifs, des quantités de nourriture, de matiéres particulaires en suspension
(remise en suspension des biodépdts), peuvent exister au niveau d'un bac d'élevage. Cependant, dans
tous les dispositifs d'élevage utilisés dans ce chapitre et dans le chapitre 2, le milieu est brassé en

permanence par un systeme d'aération et les animaux lavés quasiment quotidiennement. De telles
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pratiques homogénéisent le milieu de manieére a ce que les petits individus soient dans des
conditions similaires aux gros individus, rendant négligeables les effets de voisinage. Le stress
engendré par la promiscuité des animaux peut également étre en lui méme une cause de perturbation
de la croissance. Seul le dispositif d'élevage utilisé au chapitre 2 peut permettre de s'affranchir des
interactions entre individus.

La dispersion de taille peut étre quantifiée par le coefficient de variation. La variabilité¢ du
poids total diminue en fonction de la densité. Ce résultat est cohérent avec des observations chez
d'autres groupes d'animaux (Wilbur et Collins, 1973; Purdom, 1974; Malecha, 1977; Brett, 1979;
Doyle et Talbot, 1986). Cependant, la baisse du coefficient de variation en fonction de l'dge des
individus est plus difficile a interpréter. Une telle diminution avait été¢ également observée au
chapitre 2 mais pouvait étre facilement interprétée par la mortalité. Dans le cas présent, la mortalité
de 2,25 % ne peut expliquer une baisse de 7 % dans le coefficient de variation. Le coefficient de
variation diminue moins fortement chez les individus maintenus en forte densité d'élevage. Cet effet
de la densité sur le niveau de variabilité confirme les observations de Jarayabhand et Newkirk
(1989) et Smith et al. (1995). A terme, la forte densité d'élevage maintient la variabilité de la taille

en écloserie.

4.4.  Constance dans le temps des performances de croissance

Cette expérience montre que plus 80 % du poids final d'un animal de 1 an et demi est
expliqué par son poids 3 mois auparavant. Ceci confirme encore le fait que la croissance chez
Crassostrea gigas est extrémement stable (Chapitre 2). Cette stabilité n'est absolument pas altérée
par des densités élevées en compétiteurs et montre que la croissance chez Crassostrea gigas est un
caractere fortement déterminé par le génotype. On retrouve le méme résultat dans les mémes
populations élevées dans 1'étang de Thau, lorsque I'on raisonne sur la moyenne par corde: le poids a
1 an est trés bien corrélé au poids a 2 ans chez Crassostrea gigas. Un suivi individuel est néanmoins
nécessaire pour valider ce résultat. Toro et Newkirk (1990b) ont trouvé chez Ostrea chilensis des
corrélations de l'ordre de 82 % entre le poids total 4 14 mois et de le poids total 2 26 mois.
Cependant les corrélations ne sont pas toujours aussi élevées dans la littérature. Newkirk (1981)
obtient des coefficients beaucoup plus faibles chez Ostrea edulis et conclue que la taille des
juvéniles n'est pas un bon estimateur de la croissance adulte. D'aprés les données des chapitres 1 et
2, la variabilité pour la taille s'acquiert tres tot durant les premiers mois de croissance, puis, si les
conditions sont maintenues identiques pour tous les individus, les vitesses de croissance se

maintiennent tout le long du stade adulte.
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Bilan - Synthése

=" Existence d'une densité seuil au-dela duquel la vitesse de croissance

est affectée.

=" L'effet de la densité d'élevage sur la vitesse de croissance est
f

;. indépendant de la taille: la vitesse de croissance avec 66 kg de
compétiteurs est de 30 % plus faible que celle avec 0 ou 33 kg de

compétiteurs, quelle que soit la taille des animaux

=" Stabilité de la croissance trés forte dans le temps, quel que soit le

niveau de densité a Bouin et en milieu naturel riche (étang de Thau).
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l. Définitions et rappels morphologiques

Plusieurs parametres caractérisent les différentes étapes de la nutrition des bivalves. La
rétention qualifie la soustraction des particules du milieu par le filtre branchial, quantifice par
le pourcentage de rétention, proportion de particules prélevées du milieu par I'animal. L'entrée
de la nourriture dans le tube digestif par P'orifice buccal est lingestion. Une partie de la
nourriture retenue n'est pas ingérée mais rejetée sous forme de pseudo-féecs: clest le
phénomene de réjection. Une partie de la nourriture ingérée traverse la barricre intestinale:
c'est I'absorption, l'autre partie se retrouve sous forme de feces: c'est I'égestion.

La plupart des bivalves sont capables d'arréter toute alimentation et consommation
d'oxygene. L'activité de filtration ou de consommation d'oxygéne désigne ['état de I'animal

qui respectivement filtre ou consomme de l'oxygene.

Anus
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figure |: Schéma d’huitre creuse ouverte montrant les couranis d’eau ct l'ensemble des
organes impliqués dans les fonctions de nutrition. Les leces et pseudo-fecés sont évacués
respectivement au niveau de I'anus et des palpes labiaux.

2 Les bivalves, des organismes filtreurs

L'huitre fait partic du type trophique des filtreurs ("suspensive feeders", voir
classification des bivalves de Reid, 1971) se nourrissant en filtrant les particules contenues
dans l'eau de mer naturelle. Elle est également capable d'absorber directement la matiére
organique dissoute par les cellules en contact avec le milieu extérieur (Bamford et Gingles,

1974; Héral ef al., 1984). La rétention des particules en suspension se fait par agglomération a
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du mucus sécrété par des cellules spécialisées. Des courants ciliaires au niveau des branchies
et des palpes labiaux dirigent les particules soit vers l'orifice buccal pour les particules
sélectionnées soit vers des voies de rejet. Les particules évacuées au niveau des palpes labiaux
et des branchies se retrouvent écartées de la cavité palléale sous forme de pseudo-féces. Les
adaptations morphologiques des branchies et des palpes labiaux chez les bivalves ont été
résumeées par Yonge (1949), Purchon (1968) et Pohlo (1973).

Le controle de la quantité et de la qualité de la nourriture absorbée se fait par des
variations du volume d'eau filtrée, du degré de sélection des particules (processus pré-
ingestifs) et par des modifications dans les processus de digestion et d'absorption de la
nourriture incluant la sélection au niveau du tube digestif ou la modification des enzymes
digestives (processus post ingestifs). Le tri particulaire a été mis en évidence chez quelques
especes de bivalves (Kioerboe et Moehlenberg, 1981; Shumway er al., 1985; Bougrier ef al.,
1997a; Ward er al., 1997 Raby et al.. 1997; Bacon er al., 1998) par I'étude de la classe de
taille ou l'espece préférentiellement filtrée. Ce tri pré-ingestif se fait au niveau des branchies
(préférence alimantaire) et au niveau des palpes labiaux (Bougrier ef al., 1997a).

La relation entre la filtration ou l'ingestion est fonction de la concentration en
phytoplancton disponible dans le milieu environnant. En condition de forte concentration en
particules, les études expérimentales montrent une diminution de la filtration et par
conséquent de l'ingestion (Widdows et al., 1979, Bayne et Newell, 1983; Van Haren et
Kooijman, 1993). Il existe également une concentration seuil en dessous de laquelle la
consommation est nulle. Foster-Smith (1975), en comparant la filtration et la production de
pseudo-feces de 3 especes de bivalves soumis a des concentrations variables de
phytoplancton, a montré qu'il existait une concentration seuil pour la production de pseudo-
teces (pour revue, Bayne et Newell, 1983).

Pour des concentrations de phytoplancton plus élevées que le seuil de production de
pseudo-feces, la quantité de pseudo-féces augmente rapidement avec la concentration,
entrainant un taux d'ingestion relativement constant (Foster-Smith, 1975). Des études
complémentaires ont montré que la ration ingérée est plus riche en matieres organiques que la
nourriture disponible dans le milieu (Kierboe er al., 1980; Defossez et Hawkins, 1997).
L'animal est ainsi capable de contrdler a la fois la quantité de nourriture ingérée mais aussi la

qualité de celle-ci.
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3 Bioénergétique

Le bilan énergétique d'un organisme découle des lois fondamentales de la
thermodynamique (Kleibern, 1961; Wiegert, 1968). En considérant l'animal comme un
systéme a |'état stationnaire, la quantité d'énergie consommeée s'écrit:

C=P+R+F+PF+U

C est I'énergie contenue dans les particules retenues par les branchies, F est I'énergie contenue
dans les feces, PF est I'énergie contenue dans les pseudo-feces, U est I'énergie excrétée (urine,
mucus). R est I'énergie équivalente aux pertes de chaleur et a la consommation d'oxygene, P
est I'énergie accumulée sous forme de tissus somatiques, produits de reproduction, sécrétions
rémanentes (coquille) et non rémanentes (mucus) et tissus éliminés (Winberg, 1956; Ricker,
1968). L'énergie absorbée, notée A, est I'énergie consommeée moins I'énergie perdue sous
forme de biodépdts, feces et pseudo-féces.

La quantité A — R — U, également appelée "Scope For Growth" (SFG) ou espérance de
croissance, informe sur l'état physiologique de I'animal. Si le SFG est positif, l'acquisition
globale d'énergie est supérieure aux dépenses énergétiques, l'animal peut ainsi augmenter sa
masse corporelle en augmentant la masse de ses tissus somatiques, reproducteurs ou de
réserve. Si le SFG est négatif, l'acquisition d'énergie est trop faible face aux dépenses
énergétiques: 1'animal est obligé de puiser dans ses réserves au détriment de la croissance. Si
les réserves s'épuisent avant que les conditions environnementales soient modifiées et que le
SFG redevienne positif, I'animal meurt.

L'espérance de croissance s'est avérée étre bien corrélée a la croissance réelle chez
certaines espeéces de Bivalves (Mytilus edulis: Riisgard er al., 1981; Okumus et Stirling, 1994;
Mya arenaria: Gilfillan et Vandermeulen, 1978; Ostrea edulis: Beiras et al., 1994). Dans la
plupart de ces travaux, les analyses sont faites en population plutot qu'individuellement et sur
des animaux issus du milieu naturel.

En fonction des ressources trophiques disponibles, différents schémas d'allocation de
I'énergie entre maintenance, croissance et reproduction existent selon les espéces (Jokela et
Mutikainen, 1995). Certaines études ont montré que la reproduction est sacrifiée au profit de
la maintenance et de la croissance somatique (Mytilus edulis: Bayne et al., 1983; Placopecten
magellanicus: MacDonald et Thompson, 1985). Cependant ce n'est pas une régle générale et
une série d'études sur Chlamys islandica (Vahl 1978, 1981 a, b et c) a montré que la régle de

priorité €tait, dans l'ordre décroissant: maintenance, reproduction et croissance somatique.
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La croissance d'un organisme est déterminée par son génotype (voir revues par
Newkirk 1980, 1983b) et par l'intermédiaire de facteurs physiologiques qui déterminent
l'acquisition (consommation, ingestion et absorption) et la dépense d'énergie (maintenance,
croissance et la reproduction). Ainsi, certaines études sur la relation entre hétérozygotie aux
locus allozymiques et croissance montrent qu'une des bases physiologiques de la forte
croissance des hétérozygotes est une énergie de maintenance plus faible (Diehl er al., 1986
Koehn et Shumnay, 1982; Hawkins er al., 1986; 1989; Jorgensen, 1992; Bayne et Hawkins,
1997: Toro et al., 1996a) ou une ingestion plus importante (Garton, 1984; Holley et Foltz,
1987; Hawkins et al., 1989). Les fonctions physiologiques sont dépendantes a la fois de
facteurs intrinseques tels que la taille ou les conditions de reproduction, et de facteurs externes
tels que la température ou la quantité de nourriture disponible (Bayne et Newell, 1983;
Bougrier er al., 1995).

Ces parametres ont souvent €t utilisés pour quantifier 1'état d'un animal sujet a un
stress (Sobral et Widdows, 1997; Widdows et Johnson, 1988; Bardouil er al., 1996; Widdows
et al., 1995; Ward, 1982; Donkin ef al., 1997), pour caractériser des espéces ou populations
(Labarta et al., 1997; Diettman et Ford, 1991; Fisher et al., 1996; Iglesias er al., 1996;
Okumus et Stirling, 1994), pour caractériser l'influence d'un milieu naturel particulier
(Hawkins er al., 1998; 1996) ou pour étudier les conséquences d'une pathologie (Wildish et
al., 1998; Paynter, 1996; Choi et al., 1989; Camacho et al., 1997).

L'activité est aussi depuis longtemps reconnue comme étant un facteur influengant les
performances physiologiques (voir revue de Shumway, 1982; Bayne et Newell, 1983). Cette

donnée est cependant tres peu utilisée dans le calcul des bilans énergétiques.
3.1 Paramétres de filtration des mollusques filtreurs: terminologie

Les termes de l'écophysiologie des bivalves sont souvent ambigus ou redondants
(Anonyme, 1987). De plus, les termes frangais et anglais sont souvent différents. Il convient
donc de préciser le vocabulaire utilisé avec son équivalent anglo-saxon ainsi que les unités
utilisées. Le tableau 1 donne les principaux parametres physiologiques avec leur équivalent
anglo-saxon, utilisés dans les bilans énergétiques des bivalves marins. Les termes FR, RR,
ER, IR et AR sont exprimés en mg.h" et concernent une masse séche totale par unité de
temps. Par extension, avec les mémes unités, on définit les équivalents pour la partie
inorganique (préfixe I: IFR, IRR, IER, IIR et IAR) et pour la partie organique (préfixe O:
OFR, ORR, OER, OIR et OAR).
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Eableau 1: Vocabulaire, unités et définitions en écophysiologie des bivalves.

Sigle Terme anglais Terme francais Unité Définition
CR Clearance Rate filtration Lh! Volume théorique épuré a 100 % de
toute particule par unité de temps

FR Filtration Rate consommation me.h”'  Quantité de nourriture consommée par
unité de temps

RR Rejection Rate production de pseudofeces mg h' Quantité de pseudoféces produite par
unité de temps

ER Egestion Rate production de feces me.h”'  Quantité de feces produite par unité de

temps
IR Ingestion Rate ingestion mg.h'l Quantité ingérée par unité de temps
AR Absorption Rate absorption me.h’ Quantité absorbée par unité de temps

OCR  Oxygen Consumption  consommation d'oxygéne mg 0,.h"" Quantité d'oxygéne consommeée par unité

Rate de temps
SFG Scope For Growth espérance de croissance Jh'  Energie potentiellement utilisable pour la
croissance
PIM Particle Inorganic Matter matieére minérale mg.l" Concentration du milieu en matiére
particulaire particulaire minérale
POM Particle Organic Matter matiére organique me.l! Concentration du milieu en matiére
particulaire particulaire organique
TPM  Total Particle Matter =~ matiére totale particulaire mg.l'] Concentration du milieu en matiére
particulaire

La terminologie anglo-saxonne est la plus couramment utilisée et la plus pertinente.
Elle sera utilisée tout au long de cette partie (chapitres 4 et 5).

Les parametres physiologiques sont dépendants de facteurs intrinseques dont la taille
(Teissier, 1937). En effet, la filtration est étroitement dépendante de la surface du filtre
branchial comme le montrent les études comparées entre espéces ou entre populations de
bivalves (Mevhoefer et Riisgaard, 1979; Winter, 1977; 1978; Meyhoefer, 1985; Lei et al.,
1996). Cependant, il est également probable que des caractéristiques biométriques plus
complexes tels que le volume et la surface d'absorption du tube digestif, la taille des palpes
labiaux, ... influencent les fonctions physiologiques et expliquent les relations allométriques
couramment observées. Le relation entre la taille et le parameétre physiologique Y s’écrit Y =
a.(DW)b avec DW, la taille (poids sec), a et b étant des coefficients. Le coefficient b décrit la
relation entre le parametre et la classe de taille de 1'animal. Le coefficient a décrit le
parametre pour une huitre standard théorique de 1 g de poids sec. La littérature montre une
grande variation dans les coefficients (Bayne et Newell, 1983; Jorgensen, 1990; Jones ef al.,
1992). Tres peu d’études physiologiques au niveau individuel ont été reportées. La raison

principale est la variabilité considérable qui existe entre les individus de la méme espéce, de
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la méme origine, du méme age et élevés dans les mémes conditions (chapitre 4). Cette
variabilité inter individuelle trés forte peut elle-méme étre associée a I’activité des animaux
qui n’est en général pas prise en compte dans les bilans énergétiques. Foster-Smith (1976) a
étudié les différentes possibilités pour un bivalve de réguler son activité d'alimentation, le plus
courant étant la fermeture des valves, comme observée chez de nombreuses espéces (Brand et
Roberts. 1973).

La périodicité du comportement chez les bivalves filtreurs a été étudice a de
nombreuses reprises dans le passé. Les premiéres études ont concerné l'activité valvaire des
huitres (Higgins, 1980). La plupart de ces études tentait de relier l'activité valvaire a la
consommation de nourriture. Loosanoff et Nomejko (1946) ont montré que les huitres
consomment du phytoplancton en moyenne 94,3 % de leur temps. Cependant, Galtsoff (1964)
a obtenu des valeurs plus faibles, de I'ordre de 71 %. Les différences peuvent étre expliquées,
comme le suggére Higgins (1980), par le fait que les mesures de Loosanoff et Nomejko ont
été faites dans le milieu naturel alors que celles de Galtsoff ont été faites en laboratoire. Par la
suite, de nombreuses études ont tenté de corréler l'activité valvaire avec des variables telles
que l'alternance jour-nuit et/ou le rythme des marées (Salanki, 1964, Morton, 1970). Certains
ont trouvé des effets significatifs, d'autre non (Higgins, 1980). Plus récemment, l'effet de la
quantité de nourriture disponible dans le milieu sur l'activité valvaire a été testé. Higgins
(1980) a montré que des juvéniles de Crassotrea virginica étaient actives 94 % de leur temps
lorsqu'ils étaient nourris contre 35 % en situation de jeGn. D'autres travaux ont concerné la
réponse a des stress tels que la température (His, 1972), des quantités faibles d'Oxygéne
(Famme et Kofoed, 1980) ou des pH faibles (Pynnonen et Huebner, 1995).

L’évolution au cours du temps des performances physiologiques a précédemment été
étudiée en population chez Chlamys farreri, Mytilus edulis et Cerastoderma edule et montre
une saisonnalité marquée (Bayne et Newell, 1983; Smaal et al., 1997; Bougrier er al., 1995).
L'effet de la saison sur les parametres physiologiques a été étudié par groupe chez Chlamys
farreri. 11 semble que la température soit le paramétre majeur impliqué dans l'effet de la
saison. Dans cette étude, les mesures ont été faites par groupe et sur des individus différents
(Kuang et al., 1997). Cependant, aucune étude de ce type au niveau individuel sur les bivalves
marins n’a été effectuée a ce jour. L’effet des saisons sur les performances de croissance est
évident et bien documenté mais I'étude individuelle de la constance dans le temps des
performances physiologiques est trés importante dans I’étude d’une population destinée a un
programme de sélection basé sur des critéres physiologiques. Le probléme de la sélection

génétique basée sur des critéres physiologiques est l'identification des individus les plus
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intéressants. Ces performances doivent étre stables dans le temps, comme les performances de
croissance dont la stabilité est mise en évidence aux chapitres 2 et 3, pour étre utilisables dans

un schéma d'amélioration génétique.
3.2 Meéthode expérimentale d'estimation des paramétres physiologiques

Différents dispositifs expérimentaux permettent la mesure de ces parameétres
physiologiques. Deux catégories de systémes existent: le systeme statique et le systéme en
flux laminaire.
Dans le systeme statique, l’animal est dans un systéme stagnant de volume V. La
concentration de microalgues en suspension au début de I’expérience est mesurée (C;). Cette
concentration diminue pour atteindre une valeur C, au bout d’un temps t. Le débit de filtration
est estimé par CR (Lh™=V.(InC;-InC,)/t (Coughlan, 1969). Ce systéme de mesure est facile a
mettre en ceuvre mais repose sur I’hypothése que le débit de filtration ne varie pas en fonction
de la concentration de phytoplancton. Pendant le temps t de 1'expérience, les biodépots (feces
et pseudo-féces) sont prélevés séparément et quantifiés pour estimer RR et ER.
Dans le second dispositif, I’animal est dans une enceinte de mesure traversée par un
débit plus ou moins important, laminaire pour éviter toute remise en suspension des biodépots
avant prélévement et pour que le mélange eau et particules phytoplanctoniques alimente
réguliérement I'animal (Beiras er al., 1993; description a figure 2).
La concentration de phytoplancton dans l'enceinte est constante. Deux méthodes
d’estimation du taux de filtration existent:
= La méthode dite classique et la méthode des biodépots (Hawkins et al., 1996; Urrutia er
al., 1996). La méthode classique nécessite la mesure de la concentration a I’entrée et a la
sortie du bac expérimental (respectivement Ce et Cs) et du débit (d) maintenu le plus
constant possible tout au long de I’expérience. Le "Clearance Rate" est alors estimé par
CR (L.Lh") = d.(Ce - Cs)/Ce.

* La méthode des biodépots (Iglesias er al., 1996; Hawkins et al., 1996) s'appuie sur une
hypothése fondamentale qui est une absorption nulle du matériel inorganique par 1'animal.
Ce type d'approche nécessite uniquement la mesure de la concentration a I’entrée du bac
expérimental. La partie inorganique joue le réle d’un traceur et permet d’estimer le taux
de filtration par le rapport de la quantité¢ de matiére inorganique rejetée dans les biodépots
par unité¢ de temps sur la concentration en matiere inorganique disponible dans I’eau de

mer, soit CR (1.h™") = (IRR + IER)/PIM, avec IRR et IER désignant respectivement le taux
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de réjection (sous forme de pseudo-feces) et d’égestion (sous forme de feces) de la
maticre inorganique et PIM, la concentration en matiére inorganique dans I'eau de mer.
A partir de I"estimation du taux de filtration par une des méthodes déerites ci-dessus,

tous les paramétres nutritionnels peuvent se déduire (tableau 2).

-\
]
R 4 I

figure 2: Description du dispositif expérimental en flux laminaire pour les mesures
physiologiques. 1. Pompe et homogénéiseur 2. Débimétres 3. Chambres individuelles de
mesure (une, sans animal, constitue le témoin) 4. Détail d'une chambre expérimentale, les
biodépots restent sur place et sont facilement prélevés. Les fléches indiquent les mouvemenis

du mélange eau de mer et phytoplancton.

tableau 2: Parametres estimés selon les deux méthodes. Le terme anglais scope tor growth
correspond a I'espérance de croissance.

Méthode classique Méihode biodépdis
Filtration CR (Pourcentage de rétention) x Débit Consommation Inorganique / PIM
Consommation C (Entrée - Sortie) x D¢bit CR x TPM
Ingestion IR C-RR
Absorption AR 1-ER
Scope for growth SFG AR - OCR (en terme d'cncrng_)ﬂ_h — _ —
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Performances physiologiques d'une population d'huitres creuses
Crassostrea gigas obtenue en écloserie, en milieu a treés faible charge

phytoplanctonique.
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| Introduction

La croissance a été étudiée dans des conditions de nourriture ad [libitum (chapitre 2) et
limitantes (chapitre 3, suivi de croissance a Bouin). La forte biomasse du cheptel ostréicole dans le
bassin de Marennes-Oléron en fait un site d'élevage ol la quantité de nourriture est limitante. Il est
intéressant d'étudier les conséquences physiologiques de telles conditions sur les organismes et en
particulier sur leur capacité d'acquisition et de dépense de 1'énergie. En écloserie il est facile de
mimer des conditions de nourriture limitante. Un premier dispositif a été décrit au chapitre 3 avec
l'utilisation d'une biomasse de "compétiteurs” pour diminuer indirectement la quantité de nourriture
disponible.

La population "G1 5X5" a montré une tres forte dispersion pour la vitesse de croissance
(chapitre 2) en condition de nourriture ad libitum. Un échantillon de cette population a été placé
dans des conditions ou la quantité de nourriture est maintenue a un faible niveau, en dessous du
seuil de production de pseudo-feces. Les fonctions physiologiques ont été mesurées

individuellement.

2. Matériels et méthodes
2.1.  Matériel biologique

Parmi les descendants des croisements intra population 5X5 (chapitre 1), un échantillon de
75 animaux a été tiré au sort parmi les populations Arcachon (arc, n = 25), Bonne Anse (ba, n = 25)
et Port des Barques (pdb, n = 25). Ces individus font partie du lot S défini au chapitre 2 et ont été

suivis pour leur croissance depuis 1'dge de 3 mois apres la fécondation.

2.2.  Dispositif expérimental

Un systéme en circuit fermé couplé a un filtre biologique a été utilisé pour contréler plus
facilement la température et la quantité de nourriture. Le dispositif expérimental est schématisé a la
figure 4-1. Le filtre biologique a été ensemencé naturellement 1 mois avant le début de l'expérience
pour que I'équilibre entre les formes minérales azotées (nitrite et nitrate) s'établisse. La température
de I'eau du bac expérimental a été fixée a 15 °C et la concentration en phytoplancton (Skeletonema
costatum) a ét¢ maintenue par addition de solution concentrée pour atteindre un niveau de TPM de
l'ordre de 2 mg.l", au dessous du seuil de production des pseudo-feces. Les animaux ont été
préalablement acclimatés pendant 2 semaines aux conditions expérimentales et les mesures ont été

effectuées en juin 1997, avant la ponte.
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2.3, Meéthode des biodépits

Les paramétres physiologiques ont été déterminés par mesures ponctuelles sur les animaux
actifs. Un systéme a flux laminaire, décrit précédemment par Anonyme (1987) et Beiras et al.,
(1993), a été utilisé (voir introduction de la partie III). Les parametres physiologiques ont été
calculés par la méthode des biodépdts (Urrutia er al, 1996) sur une période de 6 heures. La
terminologie anglo-saxonne sera utilisée dans la suite (cf introduction).

Les échantillons d'eau collectés a la sortie d'un bac expérimental contenant une coquille vide
(témoin de sédimentation) ont été filtrés sur filtres GF/C 47 mm (Watman) préalablement incinérés
et pesés, rincés a l'eau distillée, séchés a 60 °C dans une étuve pendant 24 heures, pesés et incinérés
dans un creuset calorifere (450 °C pendant 4 heures) avant d'étre pesés a nouveau. De cette maniére
on calcule le "Total Particulate Matter" (TPM, mg.1™"), le "Particulate Inorganic Matter" (PIM, mg.I
"). Le "Particulate Organic Matter" (POM, mg.I"") est estimé par la différence entre TPM et PIM.

Les feces produits par chaque animal ont été collectés et traités, aprés remise en suspension,
comme décrit ci-dessus pour les échantillons d'eau. L"Egestion Rate" (ER, mg.h™), I"'Inorganic
Egestion Rate" (IER, mgh™) et I"Organic Egestion Rate" (OER, mg.h™') ont été déterminés
respectivement par la matiere organique totale présente dans les féces.

En supposant que le matériel inorganique n'est pas absorbé a travers le tube digestif
(hypothese majeure de la méthode des biodépdts, Urrutia et al., 1996), IRR + IER est considéré égal
a 1"Inorganic Filtration Rate" (IFR, mg.h™"). Le "Clearance Rate" est estimé par CR (Lh'") =
IFR/PIM. Le "Filtration Rate" est calculé par FR (mg.I") = CR.TPM, et I"'Organic Filtration Rate"
par OFR (mg.h™) = CR.POM. En absence de production de pseudo-feces, 1" Ingestion Rate", IR
(mg.h'l), est égal a FR et I'""Organic Ingestion Rate" OIR (mg.h'[) est égal a OFR. L"Absorption
Rate" et 1""Organic Absorption Rate" sont calculés respectivement par AR (mg.h™) = IR - ER et
OAR (mg.h™") = OIR - OER. L"Absorption efficiency" est défini par le rapport des quantités de
matieres absorbées et ingérées (Ae = OAR/OIR).

L"Oxygen Consumption Rate" (OCR, mg O,.h™") est mesuré dans une enceinte close de 350
a 1000 ml selon la taille de chaque animal. L'OCR est estimé par le taux de décroissance de la
concentration d'oxygene dans l'enceinte de mesure, mesurée par une sonde oxymétrique

(Orbisphere).
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- : — —— —— _—e _I

figure 4-1: Dispositif expérimental (coupe) pour le maintien des animaux et l'estimation des
parametres physiologiques chez Crassostrea gigas. 1. Systeme de régulation de la température, 2.
Rampe d'aération et de brassage de l'eau, 3. Filtre biologique, 4. Huitres, 5. Arrivée de
phytoplancton (Skeltonema costatum), 6. Homogénéiseur, 7. Vers le dispositif de mesure de
consommation d'oxygene, 8. Stands de mesure en flux laminaire.

Pour prendre en compte les larges différences entre la taille des animaux, les réponses
physiologiques ont ét¢ standardisées a celles d'une huitre équivalente de 1 g de poids de chair seche
selon Bayne et Newell, (1983). Le paramétre standardisé est défini par Ys = (Ws/DW)". Ye avec Ws
le poids sec de I'huitre standard (1g), DW le poids sec de I'animal (g), Ye le parametre mesuré et b
le coefficient d'allométrie de 0,44 pour les processus nutritionnels et 0,80 pour la consommation
d'oxygene, les deux déterminés par Bougrier ¢/ al. (1995). L'ensemble des individus a été disséqué
pour des analyses génétiques et physiologiques ultérieures. Par conséquence, il n'a pas €té possible
d'accéder directement au poids sec de I'animal. Un échantillon de 30 individus par population a été

maintenu dans les mémes conditions que I'échantillon expérimental. Au début des mesures, ces
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individus ont été pesés, disséqués, déshydratés (Lyophilisateur CRIST) puis leur poids sec
déterminé. La relation statistique obtenue entre poids total et poids sec a été utilisée pour estimer le
poids sec (DW) des individus mesurés a partir de leur poids total (TW).

Enfin, le "scope for growth", ou espérance de croissance, est estimé par SFG (J hh=A-R,
ou A et R sont respectivement I'absorption organique et la consommation d'oxygene exprimées en
unité d'énergie: A (J.h') = AOR.20,132 et R (J.h™") = 14,147.0CR. Les valeurs 20,132 et 14,147
sont les facteurs énergétiques de conversion respectivement pour l'absorption (Valeur énergétique
de 1 mg de skeletonema costatum, Whyte, 1987) et pour la consommation d'oxygene (Valeur
énergétique de 1 mg d'O,, Bayne er al, 1985). La croissance théorique (mgj") peut enfin étre
estimée a partir du "scope for growth" en considérant la valeur énergétique du tissu sec d'huitre
équivalente a 20 J .mg" (Héral et Deslous-Paoli, 1983).

['activité de nutrition des animaux a €té suivie toutes les 15 minutes en observant 'état de
I'animal (fermé ou ouvert) et la production ou non de biodépots pendant toute la période de mesure.
On définit I'Activité de Filtration (AF) par le pourcentage de temps d'activité. Le RTA (Bougrier et
al., 1998) est estimé a 0,86 pour tous les individus. Ces auteurs ont en effet montré qu'une huitre
issue du milieu naturel consomme de I'oxygéne en moyenne 86 % de son temps d'immersion.

Le Scope For Growth (SFG) sans tenir compte de l'activité est calculé par SFGI1 (J.h") = A —
R. Le SFG corrigé pour l'activité est calculé par SFG2 (J.h™') = A*AF - 0,86*R.

2.4, Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées grace au logiciel SAS (SAS Institute,
1988). Les régressions, analyses de variance et de covariance ont été faites par la procédure SAS
GLM. Les comparaisons multiples ont été faites par le test de Student-Newman-Keuls (Einot et
Gabriel, 1975).

3. Résultats

3.1 Croissance

Les vitesses moyennes de croissance par population sont de 0,079 + 0,009, 0,125 + 0,011 et
0,102 + 0,007 gj" respectivement pour les populations d'Arcachon, Bonne Anse et Port des

Barques. Les courbes de croissance sont bien conservés dans le temps et les pentes de croissance

sont variables (figure 4-2).
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3.2, Estimation des poids secs

La relation entre poids sec et poids total est significativement dépendante de la population (P
= 0,01). En conséquence, l'analyse a ét¢ faite séparément, et une relation par population a été
obtenue (figure 4-3). Le poids sec (DW) s'exprime en fonction du poids total (TW) par 0,031.TW —
0,127, 0.023.TW — 0,056 et 0,025.TW - 0,025 respectivement pour les populations Arcachon,

Bonne Anse et Port des Barques.

3.3, Effet de la population

Aucun des parameétres calculés n'est affecté par la population parentale, excepté le poids total
(P = 0,02; tableau 4-1). La population n'a pas d'effet sur la consommation d'oxygéne, mais la
tendance est a la limite du seuil de signification (P = 0,053). SFG1 et SFG2 sont négatifs pour les 3
populations. SFG2, qui prend en compte 'activité, a des valeurs plus élevées que SFGI, calculé sans
prendre en compte l'activité. Par conséquent, dans les conditions de cette expérience, négliger
I'activité dans le bilan énergétique revient a le sous estimer. Bien que I'effet de la population ne soit
pas significatif sur le SFG, cette derniére est plus faible pour Arcachon qui est la population la

moins performante pour la croissance.

3.4, Effet de la taille

La relation entre consommation d'oxygene et poids sec est trés significativement linéaire (P
<0,0001; R* = 0,53; figure 4-4). Aucun modéle non linéaire (en particulier du type . DW®, Bougrier
et al., 1995) n'explique mieux la consommation d'oxygéne en fonction du poids sec.

L"absorption rate" suit également une loi linéaire, positive, en fonction du poids sec estimé
(P =0,03; figure 4-5A). Cependant, la tres forte variabilité individuelle masque la relation: moins de
10 % de celle-ci est expliqué par le modele linéaire. Il est possible que deux sous populations se
distinguant par leur relation entre AR et le poids sec coexistent. Le "clearance rate" ne suit pas de
loi significativement linéaire en fonction du poids sec mais l'explication peut étre l'existence de
deux sous populations avec des relations différentes (figure 4-5B).

La relation entre l'espérance de croissance et le poids sec est significativement linéaire et
négative (P = 0,009; figure 4-6). Cette relation signifie que les petits individus sont moins affectés
par des conditions limitantes de nourriture que les gros individus. La forte variabilité individuelle
peut étre interprétée en distinguant 2 sous-populations selon la relation entre espérance de

croissance et poids sec, la premiére positive et la seconde négative.

114



PARTIE III ~ Chapitre 4

70 PR

Poids total (g)

0 — T B T - ™ B T L) I
J41 351 Joli 371 381 391 401 411
Temps aprés [condation (j)

figure 4-2: Courbes de croissance individuelles des 69 individus étudiés montrant la remarquable
conservation de la vitesse de croissance. Le dernier point de mesure coincide avec le début des
mesures physiologiques.

La "performance” physiologique peut étre quantifiée pour l'huitre standard de lg par le
rapport entre I'énergie acquise sur les dépenses d'énergie. Les individus ont ainsi ét¢ classés selon le
rapport AR/OCR, avec AR et OCR standardisés et exprimés en terme d'énergie. L'absorption
standardisée (AR std) et la consommation d'oxygeéne standardisée (OCR std) sont représentés a la
figure 4-7 en fonction du rapport AR/OCR. Ce type de graphique est un moyen de représenter des
parametres standardisés selon la "performance” physiologique des individus. L'absorption varie de
manicre croissante et a peu pres linéaire pour les individus ayant un rapport AR/OCR faible ou
moyen. Cependant, pour des valeurs élevées de AR/OCR, cette tendance n'est plus linéaire. De

méme, la consommation d'oxygene ne montre pas de tendance nette selon le rapport AR/OCR.
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figure 4-3: Relation entre poids total et poids sec pour les 3 populations de (rassosirea gigas
analysées en physiologie. arc = Arcachon, ba = Bonne Anse et pdb = Port des Barques. Les
parameires de cette relation dépendent de la population (P = 0,01).

S

tableau 4-1: Effet de la population sur les paramétres physiologiques standardisés chez Crassostrea
gigas. SFGI est calculé en supposant I'animal actif a 100 % a la fois pour la filtration et pour la
consommation d'oxygeéne. SFG2 est calculé avec RTA = 86 % et AF estimé (voir texte). Les lettres
en exposant indiquent les groupes significativement différents entre eux au seuil de 5 %. ARC =
Arcachon, BA = Bonne Anse et PDB = Porl des Barques. Les données représentent la moyenne +
SE.

ARC BA PDB P
TW (g) 25900 + 2,899 36,784 +3279" 35,784+ 2,646 0,020
CR(Lh™) 1,332+ 0,153 1,518+£0227  1232+0,154 0,532
FR (mg.h") 2,103+£0243  2493+0371  2,162+0,333 0,647
ER (mg.h™") 1,702 + 0,203 1,927 + 0,302 1,797 + 0,269 0,827
IR (mg.h™) 2,103+£0243 2493+ 0371 2,162+ 0333 0,647
AR (mg.h') 04010078  0566+0,119  0364+0,073 0270
OCR (mg O,.h™")  1,282+0,105 1,31 + 0,094 1,032+ 0,047 0,053
SFGI1 (J.h")  -10067+2404 -7,128+2924  -7262+ 1,610 0619
SFG2 (J.h') 764942242 512342853  -5674+ 1,600 0716
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figure 4-4: Taux de consommation d'oxygeéne en fonction du poids sec estimé chez Crassostrea
gigas. La relation est significativement linéaire (P < 0,0001) et explique 53 % de la variabilité. Le
modele de Bougier et al. (1995) est également représenté pour T = 15 °C.

4. Discussion

Les résultats présentés dans ce chapitre constituent les premieres données physiologiques de
la littérature au niveau individuel chez Crassostrea gigas issue d'écloserie, de méme age et élevée
en conditions contrdlées.

La plupart des fonctions physiologiques sont dépendantes de la taille des individus. Les
modéles multiplicatifs (exponentiels) se sont avérés les plus aptes pour décrire les variations de
consommation d'oxygéne et de filtration en fonction de la taille. Cependant, les valeurs des
parametres varient considérablement en fonction du stade de développement des animaux (Gerdes,
1983a, b) et pour le méme stade entre les auteurs (Bayne et Newell, 1983). Presque toutes ces études
sont basées sur des populations naturelles et donc de classes d'dge différentes, et il est difficile de
savoir si la variation observée dépend de la taille, de 1'dge ou des deux. Dans les cas extrémes,
Hamburger er al, (1983) ont trouvé, chez la moule Myrilus edulis, des coefficients allométriques
similaires pour la consommation d'oxygene pour les larves pélagiques et les stades juvéniles, mais
différents pour les adultes, montrant ainsi l'importance du stade de vie sur l'allométrie des

parametres physiologiques. De plus, les relations allométriques décrites par Hamburger pour un

stade donné sont linéaires.
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figure 4-5: Variation de I"absorption rate" (A) et du "clearance rate" (B) en fonction de la taille
chez Crassostrea gigas. ARC = Arcachon, BA = Bonne Anse et PDB = Port des Barques.
L'existence de deux sous populations pourrait expliquer la variabilité inter individuelle observée.
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figure 4-6: Espérance de croissance de Crassostrea gigas en fonction du poids sec estimé. La
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leur rapport absorption sur consommation d'oxygene.
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figure 4-7: Absorption et consommation d'oxygéne standardisées pour les individus classés selon

19

_Chapitre 4




PARTIE III Chapitre 4

Dans ce chapitre, la consommation d'oxygene chez Crassostrea gigas, mesurée dans des
conditions expérimentales particuliéres, montre clairement une relation linéaire avec le poids sec
estimé. Ce résultat est trés important car pour la premiere fois on démontre qu'un individu de petite
taille consomme proportionnellement autant d'oxygene qu'un individu de grosse taille. Auparavant,
les modeles multiplicatifs décrivant la consommation d'oxygeéne d'individus issus du milieu naturel
impliquaient qu'un petit animal consomme proportionnellement plus d'oxygeéne qu'un gros animal.
Les tentatives d'ajustement a des modéles multiplicatifs classiques sont largement de moins bonne
qualité, en particulier ceux déterminés récemment par Bougrier er al. (1995). Quelques études
basées sur du naissain de populations issues d'écloserie ont montré des relations allométriques
atypiques pour la consommation et I'ingestion (Strickland et Dabinett, 1993).

Les conditions de trés faibles charges sestoniques sont peut-étre la cause de cette relation
linéaire atypique. Une acclimatation de 15 jours aurait suffi & modifier la relation habituellement
observée dans des conditions de plus forte quantité de nourriture.

La relation entre l'absorption et la taille montre une variabilité considérable entre les
individus. Une hypothése expliquant cette forte dispersion est la présence de deux sous populations
ayant des comportements alimentaires différents. Il est impossible de valider statistiquement cette
hypothése avec les données présentées ici mais cette tendance est particulierement nette sur la
relation entre absorption et taille (figure 4-5). Les deux sous populations pourraient se distinguer par
une allométrie spécifique: l'une classique, de type multiplicatif, et l'autre de type linéaire comme
observée pour la consommation d'oxygene. La population, originellement maintenue dans des
conditions trophiques optimales (décrites au chapitre 2), a été acclimatée seulement 15 jours a des
conditions trophiques limitantes. Il est possible que la phase d'acclimatation insuffisamment longue
ait révélé les deux sous-populations: I'une serait déja acclimatée aux nouvelles conditions d'élevage
(allométrie linéaire) et l'autre non encore acclimatée (allométrie classique, non linéaire),
caractéristique des conditions du chapitre 2. Ainsi, l'acclimatation se ferait plus rapidement pour la
fonction de consommation d'oxygene (tous les individus montrent une allométrie linéaire) que pour
I'absorption (seule, une partie des individus montrent une allométrie linéaire).

L'étude plus détaillée des relations entre taille et espérance de croissance montre cependant
que l'absorption a tendance a augmenter avec la taille de I'animal alors que la respiration diminue et
cette derniére de maniére significative. Par conséquence, les individus performants pour la
croissance absorbent globalement plus mais dépensent également moins d'énergie. Ce résultat sera
confirmé par la suite au chapitre 5 et va dans le méme sens que les études sur les relations entre

physiologie et hétérozygotie (Garton et al., 1984; Hawkins, 1995; Toro et al., 1996a) ol la meilleure
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performance des hétérozygotes s'explique par des ingestions plus €levées ou des dépenses
énergétiques plus faibles.

Travailler de fagon non destructrice en écophysiologie pose un probléme important de
standardisation des données. La relation entre poids de chair séche et poids total a donc été établie
sur une population maintenue dans des conditions identiques a celles de la population étudiée. Cette
relation est trés significativement linéaire comme c'est souvent le cas chez les populations
maintenues en laboratoire. Toutefois, le type de croisement affecte significativement les paramétres
de cette relation. Ceci peut étre expliqué par les différences observées dans les vitesses de
croissance entre les populations. En effet il est connu que la vitesse de croissance est un facteur
modifiant l'index de condition chez Crassostrea virginica et Argopecten iradians iradians (Rheault
et Rice, 1996).

Le "scope for growth" est négatif pour une grande majorité des individus. Ce résultat indique
que les conditions expérimentales (2 mg.l" de TPM & 15 °C) ont entrainé une situation de stress
physiologique poussant les animaux a puiser dans leur réserves. La période de mesure était trop
courte pour détecter une baisse de poids corporel ou des mortalités.

L'espérance de croissance représente la croissance théorique par gramme de poids sec qui est
la croissance spécifique théorique. Aux chapitres 2 et 3, l'analyse de la croissance spécifique en
fonction de la taille initiale est négative: les petits individus ont un gain de poids relatif plus élevé
que les gros individus. Le "scope for growth" en fonction du poids sec estimé montre la méme
relation négative.

L'estimation visuelle de l'activité de filtration est insuffisante pour corriger de maniére
acceptable les estimations des paramétres physiologiques. De plus, l'activité de consommation
d'oxygene n'a pas été directement mesurée individuellement. La valeur de RTA utilisée dans les
calculs (86 %; Bougrier et al., 1997b) a été appliquée a tous les individus, et il est probable qu'une

forte variabilité entre les individus existe et influence la valeur de l'espérance de croissance.
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Bilan - Synthése

=¥ Tres forte variabilité inter individuelle des paramétres physiologiques
sur une population de méme &ge et maintenue dans des conditions

standards: hypothese de 2 sous populations

I=¥” Relation allométrique linéaire particuliérement nette pour la

consommation d'oxygene.

=" Importance du temps d'activité de filtration et de consommation

d'oxygene dans I'estimation des bilans énergétiques
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1. Introduction

Au chapitre précédent, il a été conclu que le "scope for growth" individuel comme il est
estimé par des mesures discrétes n'est pas un bon estimateur de la croissance individuelle. Il a donc
été décidé de développer un dispositif de mesure de la filtration et de la consommation d'oxygéne en
continu dans le but d'améliorer l'estimation des parameétres physiologiques en tenant compte du
degré d'activité des animaux. Le bilan énergétique est en général estimé sur une durée ne dépassant
pas quelques heures et l'espérance de croissance est par la suite extrapolée sur une période beaucoup
plus longue (le plus souvent 24 heures) en supposant que l'animal est resté actif pendant toute cette
période. Xie et Burnell (1995) ont montré chez la palourde Tapes philippinarum et Tapes
decussatus que le niveau des paramétres physiologiques est en général corrélé avec le degré
d'activité de l'animal. Cependant, dans cette derniére étude, le degré d'activité est "quantifié" par un
score de 0 a 4 basé sur des criteres qualitatifs. En fait, la rareté des études physiologiques dans
lesquelles le niveau d'activité est pris en compte vient de la grande difficulté d'apprécier le degré
d'activité d'un bivalve. En considérant les résultats de Loosanoff et Nomjeko (1946) et d'Higgins
(1980), les calculs de bilans énergétiques se font en supposant l'activité aux alentours de 90 %
durant I'immersion, d'ou une surestimation des paramétres d'acquisition de I'énergie.

Tres peu de travaux d'écophysiologie ont €té réalisés a partir de mesures individuelles en
continu sur des périodes dépassant les 12 heures. Les résultats présentés dans ce chapitre visent a
estimer le plus précisément possible le bilan énergétique individuel chez Crassostrea gigas a l'aide
d'un dispositif de mesure en continu sur 24 heures. La stabilité des composantes du bilan
énergétique sera évaluée par l'é¢tude des 30 mémes individus a 5 reprises. Un indice résumant les 5
mesures de chaque individu sera défini et son utilisation dans un programme d'amélioration
génétique sera discuté. La méthode de mesure de la filtration en continu fera l'objet d'un exposé

détaillé étant donné son caractére novateur.

2. Matériels et méthodes

2.1 Matériel biologique. calendrier et conditions expérimentales

Un échantillon de 30 animaux de la population de Bonne Anse (Lot S du chapitre 2), a été
acclimaté 1 mois avant le démarrage des mesures répétées 5 fois (septembre 1997, octobre 1997,
décembre 1997, février 1998 et avril 1998). Ces dates correspondent a des états physiologiques trés
différents et caractéristiques d'un cycle annuel (automne, hiver et printemps). La température a été

maintenue a 10 °C en février, 14 °C en décembre et avril, 18 °C en octobre et 20 °C en septembre.
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Le TPM était de 1,95 mg.l'1 en octobre, 3,51 mg.l'l en février, 3,85 mg;.l'l en décembre, 4,39 mg.l'i
en septembre et 5,80 mg.1" en avril.

Le dispositif expérimental est constitué d'un systéme en circuit fermé alimenté en continu en
Skeletonema costatum (voir chapitre 4, figure 4-1). Le systéme utilisé au chapitre 4 a été¢ complété
pour la mesure en continu de la filtration. La quantité de nourriture est fixée au dela du seuil de
production de pseudo-féces (conditions ad [libitum optimales). La température est maintenue
constante au cours d'une méme série de mesures grace a un systeme refroidissant (Bioblock) et des
résistances chauffantes (Rena). Entre les mesures, la température a été modifiée a raison de 1 °C par
jour pour éviter tout choc thermique. L'analyse des performances physiologiques a été effectuée en
continu sur une période de 24 heures a la fois pour la filtration et pour la consommation d'oxygene.
Cependant, les systémes expérimentaux de mesure de la consommation d'oxygene et de la filtration
nécessitent des débits incompatibles entre eux, aboutissant a l'impossibilit¢é de mesurer les
parameétres de filtration (débits de 150 a 300 ml.mn™') et de consommation d'oxygéne (débits de 15 a
30 ml.mn™") simultanément sur le méme individu. Par conséquent, pour chaque animal, la mesure de
la consommation d'oxygene est faite 24 heures avant ou apres la mesure de filtration.

La croissance est suivie individuellement sur toute la période d'étude et un stock d'animaux
de méme origine que le stock expérimental est maintenu strictement dans les mémes conditions
pour établir la relation entre poids total (TW) et poids de chair séche (DW). Ainsi, a l'issue de
chaque série de mesure, 10 animaux sont pesés aprés égouttage puis disséqués. La chair est
lyophilisée (Bioblock, Crist) puis pesée a 0,1 mg pres (Sartorius). Le poids sec de chaque individu

est estimé a nouveau a chacune des 5 dates de mesure.

2.2 Mesures de consommation d'oxvegéne en continu sur une periode de 24 heures

2.2.1 Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental est présenté a la figure 5-1 (Bougrier et al., 1997b). L'animal est
maintenu dans une enceinte expérimentale de volume ajusté a sa taille (de 500 a 1200 ml) traversée
par un débit d'eau de mer constant (pompe péristaltique, Ismatec, réglée sur 15 a 30 ml.mn™
dépendant de la taille de l'animal). L'eau transite préalablement dans une colonne de dégazage
(Simax) permettant d’éliminer tous les gaz non dissous. La quantité d'oxygéne est mesurée en
continu a l'aide de sondes oxymétriques (Orbisphere Laboratories) sur enregistreur papier (LKB,
Linseis). L'eau dans 'enceinte est constamment homogénéisée par un mélangeur couplé a la sonde a

oxygene.
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Débimetve

Pompe pévistaltique

I Colomne de dégazape

1Ll i CECCECETT
figure 5-1: Dispositif expérimental pour la mesure de consommation d'oxygéne en continu sur 24
heures chez Crassostrea gigas en laboratoire (Bougrier e/ o/, 1997). -

Concentration O,
(ppm)

A=1 A=0

>

Temps (mn)

figure 5-2: Exemple de suivi de la consommation d'oxygeéne en continu chez Crassostrea gigas. Cas
d'un période d'activité t, = temps d'activité respiratoire sur la période représentée. La consommation
d'oxygeéne est calculée en intégrant C, - C, sur la période t = t;+ t, + ... + t,. Le RTA (Respiratory
Time Activity) est estimé par 100.(t/24 heures). A est la variable d'activité utilisée pour le calcul de
consommation d'oxygeéne (voir texte). ]

2.2.2 Activité respiratoire

Le temps d'activité respiratoire (Respiratory Time Activity ou RTA, défini par Bougrier e/
al., 1997) est estimé sur une période de 24 heures par le rapport entre le temps total d'activité de

I'animal et le temps total de la mesure, le tout multiplié par 100. L'activité respiratoire sur 24 heures
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peut comporter plusieurs périodes d'activité. L'exemple d'une période d'activité (figure 5-2) montre
l'interprétation en terme d'activité/inactivité des animaux ainsi qu'en terme d'intensité de
consommation d'oxygéne. Le temps total d'activité de I'animal est la somme des temps respiratoires

t o+t +eett
1440

n

de chaque période d'activité. Ainsi, sur 24 heures, RTA =100. avec t), ta ... ty

exprimés en minutes. Ainsi, un animal actif en permanence sur la période de 24 heures aura un RTA

de 100 % alors qu'un animal totalement inactif aura un RTA de 0 %.

2.2.3 Consommation d’oxygéne

L'intensité de la consommation d'oxygeéne est calculée par intégration sur la période
d'activité, graphiquement (figure 5-2): on considére que la concentration en oxygene est constante
sur un pas de temps assez petit (6 minutes) ce qui permet d'estimer la consommation d’oxygene
élémentaire sur 6 minutes:

C,(mg02)=(C,-C,),-K-t-d,
avec C,; concentration d’oxygeéne mesurée au milieu du pas de temps i, Cy concentration d’oxygeéne
de la ligne de base (concentration d'oxygene basale, sans consommation par l'animal), K facteur
correcteur de température, salinité et de pression, ¢ durée du pas de temps (6 minutes) et d, débit sur
le pas de temps i.

La consommation totale d’oxygene sur 24 heures (240 pas de temps) est obtenue par somme
des produits des consommations élémentaires C; par 4i (4i = 1 si l'animal est actif sur le pas de

temps 1, Ai = 0 s'il est inactif)

240
C(mg0:/24h)=> 4, -C,
=1

Un animal ayant un RTA de 0 % aura également une consommation d'oxygéne nulle.

2.3 Mesures de filtration en continu sur une période de 24 heures

2.3.1 Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental décrit au chapitre 4 pour la mesure ponctuelle des paramétres de
filtration a été¢ modifié¢ afin de suivre la rétention des cellules phytoplanctoniques par I'animal en
continu sur un cycle de 24 heures. Le dispositif expérimental est constitué de 5 compartiments
expérimentaux contenant chacun une huitre et un compartiment contenant une coquille vide (témoin
de sédimentation, figure 5-3). Chacun de ces compartiments est traversé par un flux d'eau de débit

maintenu constant. Un automate de filtration, constitué d'une pompe et d'électrovannes a plusieurs
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voies, a été mis au point par H. Chartois (CREMA). Le role de cet appareil est de prélever
automatiquement de l'eau a la sortie des compartiments et de la diriger vers le fluorimétre ou de

I'évacuer dans le bac principal. Le fonctionnement est basé sur le cycle suivant:

1. Prélévement a la sortie du compartiment témoin

2. La pompe achemine 'eau vers le fluorimetre pendant 1 minute
3. Prélevement a la sortie du compartiment 1
4. Lapompe achemine I'eau vers le fluorimetre pendant 1 minute

Apreés prélévement a la sortie du compartiment 5, I'automate reprend le cycle a l'étape 1.
Ainsi, l'eau de sortie d'un compartiment transite dans le fluorimétre pendant 1 minute toutes les 6
minutes. La quantité de cellules phytoplanctoniques est estimée par mesure de la fluorescence de
'eau de l'échantillon a raison d'une mesure par seconde. L'acquisition est faite sur PC par
I'utilisation d'une carte d'acquisition (conversion données analogiques en données numériques) et
d'une interface. L'automatisation, en limitant les manipulations, permet de faire un grand nombre de
prélévements d'eau en sortie des bacs expérimentaux, et garantit des conditions identiques de
traitement pour tous les échantillons avec un risque de contamination diminué.

Les biodépots (féces et pseudo-féces) sont collectés pendant le cycle de 24 heures a 4 ou 5
reprises, selon la quantité, pour éviter l'encrassement des compartiments de mesure et leur remise en
suspension. Leur quantité a été estimée par remise en suspension dans un volume d'eau, filtration et
pesée de maniére similaire, aux échantillons d'eau. Les débits d'eau transitant dans les bacs

expérimentaux sont mesurés et notés réguliecrement a l'aide de débitmétres (Gilmont, figure 5-3)

2.3.2 Extraction et pré-traitement des fichiers de données

Les fichiers de données brutes contiennent une liste de valeurs exprimées en unités de
fluorimétrie et I’heure de la mesure. A chaque fois que l'automate passe d'un compartiment a un
autre, le fluorimetre met 10 a 15 secondes pour se stabiliser. Par conséquent, seules les 30 derniéres
mesures sont utilisées. Un algorithme permet d'estimer une valeur moyenne a partir de ces 30
mesures et €limine les valeurs aberrantes correspondant le plus souvent au passage de particules
solides (biodépdts ou autre) ou bien a des problémes électriques. La réorganisation des données
correspondant a un animal et au témoin permet de visualiser la filtration en fonction du temps pour

chaque animal (figure 5-4).
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Automate

- b
Fluorimeétre
figure 5-3: Dispositif expérimental pour l'acquisition de données de filtration en continu chez
Crassostrea gigas. L'automate posséde des électrovannes permetiant de basculer la mesure de
fluorescence automatiquement toutes les minutes entre les compartiments (témoin T, coquille vide,
¢t | a5, individus mesurés). d: débitmeire.

Valeurs de fluorescence ——— Bac témoin
(unités arbitraires)

A

s Bac expérimental

Temps (mn)

figure 5-4: Représentation graphique de la filtration en fonction du temps chez Crassosirea gigas.
Les fleches indiquent les changement d'état d'activité de filtration (¢ = animal actif, i = animal
inactif) avec le seuil de 5 % (voir texte). - ]

2.3.3 Relation entre valeurs de fluorimétrie et TPM mesuré

Environ toutes les 3 heures, de I'cau est prélevée a la sortic du bac témoin puis traitée

comme décrit au chapitre 4 pour calculer TPM (Total Particulate Maiter, mg.1') et PIM (Particulate
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Inorganic Matter, mg.l™) puis POM (Particulate Organic Matter, mg.l"), estimé par la différence
TPM - PIM. La relation entre le POM et la valeur de fluorimétrie correspondant a l'échantillon
prélevé, permet de convertir les données de fluorimétrie en concentration de matiere particulaire
(mg.I™"). Cette relation (régression linéaire simple, SAS PROC GLM) est établie de nouveau a
intervalles réguliers pour prendre en compte l'encrassement progressif du fluorimetre et les

modifications éventuelles de la qualité du phytoplancton.

2.3.4 Activité de filtration (FTA, Bougrier ef al., en préparation)

Pour chaque animal, une mesure de quantité de matiere particulaire est effectuée toutes les 6
minutes. Le taux de rétention particulaire (R;) est calculé toute les 6 minutes:

R - (Ft, - Fs,)
Fr

i

avec Fti = Valeur de fluorescence mesurée en sortie du compartiment témoin, Fsi = Valeur
de fluorescence mesurée en sortie du compartiment contenant I'animal, /i = indice de temps variant
de 1 a 240 et découpant la période de 24 heures en 240 tranches de 6 minutes.

Ce taux de rétention est utilisé pour déterminer si l'animal est actif ou inactif pour la
filtration: on choisit une valeur de taux de rétention seuil égale a 5 %, au dela duquel I'animal est
considéré comme actif. Au dessous de 5 %, 1'animal est considéré comme inactif pour la filtration,
le systéme de mesure n'étant pas assez sensible pour détecter de trop faibles activités. On définit Ai,
état d'activité de I'animal: Ai = 1 si l'animal est actif sur le pas de temps i (Ri = 0,05) et Ai =0 s'il

est inactif (Ri < 0,05). Le FTA s'écrit donc:

1 00 240
FTA=——-> 6.A
1440 Zl '

Un animal tout le temps actif sur 24 heures aura un FTA de 100 % alors qu'un animal

totalement inactif aura un FTA de 0%.

2.3.5 Mesure de la consommation

Les données de fluométrie sont converties en mg.I" par les relations obtenues au paragraphe
2.3.2. Le débit a été relevé régulierement au cours de la période de mesure et permet de calculer la
quantité de POM consommeée sur 6 minutes:
C (mg)=(Ft, - Fs,)-d - 4,
Ci est la quantité élémentaire en mg consommée par l'animal sur la tranche i de 6 minutes.
Fti et Fsi sont respectivement les concentrations en particules organiques (mg.l") a la sortie du

compartiment témoin et a la sortie du compartiment contenant 1'animal, pour la tranche i. di est le
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volume transitant dans le compartiment pendant la tranche i. Ai, défini au chapitre 2.3.4, informe sur
I'état d'activité de I'animal sur la tranche 7.
La consommation totale sur 24 heures (OFR; mgj") est obtenue en sommant les

consommations élémentaires calculées sur les tranches de 6 minutes:

240
OFR (mg)= ) C,
1=1

OFR est la consommation totale de phytoplancton en mg sur la période de 24 heures.

23.6 Biodépéts

Les feces et pseudo-féces produits par chaque animal ont été collectés et traités comme
décrit au chapitre V, ce qui permet de calculer I"'Organic Rejection Rate" (ORR, mg) et 1"'Organic
Egestion Rate" (OER, mg). L"'Organic Ingestion Rate" est calculé par OIR (mg) = OFR - OIR, et
I""Organic Absorption Rate" par OAR (mg) = OIR - OER. Les modalités de standardisation sont

¢galement décrites au chapitre V.

2.3.7 Analyse statistique

La relation entre poids total et poids de chair séche est analysée par régression linéaire
simple (SAS PROC GLM, SAS Institute, 1988). L'effet de la date de mesure sur les différentes
composantes du bilan énergétique est testé par analyse de variance. Les comparaisons multiples sont
effectuées par le test de Student-Newman-Keuls (Einot et Gabriel, 1975). Les individus sont classés
selon leur scope for growth ou leur taux d'absorption ou leur consommation d'oxygene, puis les tests
sont faits sur les rangs plutdt que sur les données brutes par le test de Friedman (SAS PROC
RANK; Sokal et Rohlf, 1995, p 441; Conover, 1980; Hollander et Wolf, 1973; Owen, 1962). Le
coefficient de corrélation de rang de Kendall est utilisé pour étudier les corrélations entre 2

expériences.

3. Résultats

3.1 Croissance

Le poids total moyen en septembre était de 67,1 £ 4,3 g et en avril de 86,5 + 5,9 g. Entre
septembre et avril, la croissance était linéaire (P < 0,001 pour tous les individus; R? moyen = 0,99;
figure 5-5) avec une vitesse de croissance moyenne de 86,7 + 8,0 mg.j”". Le rang des individus est

significativement conservé dans le temps entre septembre et avril (P < 0,001).
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Le coefficient de variation du poids total est resté homogeéne au cours des 5 périodes de
mesure puisqu'il a évolué de 34,7 % en septembre a 35,4 % en avril. Les vilesses de croissance onl

un coetlicient de variation beaucoup plus important (55,3 %o).

3.2 Relations alloméirigues

Les relations entre poids total et poids sec sont trés signilicativement linéaires (F de 17,2 a
774, p < 0,01 pour les 5 séries) avec des coefficients de détermination allant de 061 a 091.
Cependant, comme le montre la figure 5-6, la période de mesure affecte significativement la

relation entre le poids total et le poids de chair seche (F = 36,9; p < 0,0001).

85 -

78 1

Poids total (g)

70 -

Poids total = 0.088.4 - 3060
R =099

60 ) BEEEESS i I T r o T | L
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Date

figure 5-5: Courbe de croissance chez Crassostrea gigas: moyenne des 30 individus mesurés pour
leurs paramétres physiologiques. Les données représentent la moyenne + SE.

3.3 et de la date de mesure

3.3.1 Activités FTA et RTA

L'évolution du RTA et du FTA moyen au cours des 5 expériences est représentee a la figure
5-7. Le RTA moyen était de 64,1 %, 62,2 %, 71,5 % 77,8 % et 78,7 % respectivement en septembre
97, octobre 97, décembre 97, février 98 et avril 98. La date de mesure alfecte significativement le

RTA (P < 0,0001; tableau 5-1). Le FTA moyen ¢lait de 49,7 %, 65,4 %, 73,5 %, 65,1 % et 70,3 %

[
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respectivement en seplembre 97, octobre 97, décembre 97, fvrier 98 et avril 98. La date de mesure

alfecte significativement le FTA (P < 0008; tableau 5-1).
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figure 5-6: Relation entre poids de chair séche et poids total chez Crassostrea gigas a5 périodes de
mesure.

Aucune corrélation entre FTA et RTA n'est significative pour aucune des dates de mesure
(figure 5-8). Cependant, la variation individuelle est beaucoup plus faible pour le RTA (coefficient

de variation de 34 %) que pour le FTA (coefTicient de variation de 46,5 %).

3.3.2 Bilan énergétique

La quantité¢ consommée en 24 heures a beaucoup varié au cours des 5 mesures: 90,2 mg en
septembre, 32,6 mg en octobre, 70,6 mg en décembre, 44,4 mg en février et 41,1 mg en avril.

Les parameétres physiologiques standardisés a | g sont représentés en fonction du temps
(figure 5-9 et figure 5-10). En octobre, la quantit¢ de TPM était en dessous du seuil de pseudo-
feces, pratiquement aucun pseudo-féces n'a été récolté. La quantité de téces produite en 24 heures a
vari¢ au cours des 5 mesures de 5,9 mg en avril a 11,3 mg en septembre. Le pourcentage de la
quantit¢ absorbée par rapport a la quantité consommée est assez homogeéne sur les 5 series de
mesures: de 66 % en octobre a 76 % en septembre. De méme ["absorption efficiency” allait de 0,61

en octobre a 0.80 en decembre.
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I"absorption, la consommation d'oxygéne et le scope for growth sont représentés a la figure
5-10, aprés conversion en lerme d'énergie (J). Le scope for growth est positif pour les 5 dates de

mesures et varie de 167 J en octobre a 1050 J en septembre.

3.4 Siabilit¢é temporelle

L'analyse non paramétrique montre que le rang des individus est conservé au cours des 5
sérics  d'expérience (lest de Friedman, tableau 5-2) et pour les principaux paramétres

physiologiques.

%
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figure 5-7: Evolution des mveaux dactivit¢ de consommation d'oxygene (RTA) el de filtration
(FTA) chez Crassostrea gigas au cours des 5 périodes de mesures. Les données représentées sont la
moyenne + se.
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figure 5-8: Corrélation entre le RTA et le FTA pour les 30 individus et les 5 mesures chez
Crassostrea gigas. Le FTA est trés variable alors que le RTA est centré autour de 80 %.

Le critere Max(rangs) - Min(rangs) calculé pour chacun des 30 individus peut étre utilisé
pour quantifier leur stabilité. La distribution de ce critére (figure 5-11) montre deux types de
comportements discriminés par une valeur de l'ordre de 20. Les rangs obtenus par le classement des
30 individus selon leur espérance de croissance sont représentés aux figure 5-12A et figure 5-12B
en fonction de la date de la mesure. La stabilité de chaque animal peut étre ainsi visualisée. Deux
types de comportement peuvent étre mis en évidence: les individus stables et les individus instables.

Les individus stables sont assez nombreux pour donner la signification au test de Friedman.

3.5 Classement des individus

Différentes tentatives ont été faites pour synthétiser au mieux les performances des 30
individus en tenant compte des 5 séries de mesures. Un taux d'absorption moyen (OARm) sur les 5
mesures a €té calculé ainsi qu'une consommation d'oxygeéne moyenne (OCRm). Lorsque 'animal n'a
pas filtré (FTA = 0). une valeur de consommation nulle est intégrée dans cette moyenne; il en est de
méme pour la consommation d'oxygeéne (si RTA = 0, OCR = 0). Le rapport entre ces deux
parametres synthétiques s'est avére €tre un critére de discrimination efficace, variant de 0,21 pour
I'individu le moins performant (09B6) a 13,6 pour l'individu le plus performant (13C7). 1l est a noter

que l'individu le moins performant a eu un FTA nul en octobre, février et avril.
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4. Discussion

Les 5 séries d'expériences ont été faites dans les mémes conditions. Seule la température et
la quantité de nourriture ont varié entre les mesures. L'analyse montre un effet de la date de mesure
sur tous les paramétres physiologiques excepté sur la consommation d'oxygene. Ce résultat est
concordant avec la littérature portant sur des populations naturelles et démontrant que la
température est le parametre expliquant le plus l'effet de la saison (Kuang ef al., 1997; Smaal et al.,
1997).

Les études de physiologie, jusqu'en 1996, se basaient sur des mesures dites discrétes. La
filtration était mesurée sur des courtes périodes de 1 & 3 heures, 6 heures au maximum. Ces mesures
¢taient ensuite extrapolées sans tenir compte de 'activité, sur des durées plus grandes, en général 24
heures. Au chapitre 4, 'Activité de Filtration (FA) a été définie pour prendre en compte l'activité de
l'animal. Cependant, il ne s'agissait pas d'une réelle quantification de l'activité puisque sa mesure
reposait sur une simple observation du comportement des animaux. En revanche, l'activité

respiratoire est quantifiée avec précision depuis la définition du RTA par Bougrier er al, (1997b).

tableau 5-1: Résultats d'analyse de variance testant l'effet de la date de mesure sur les parameétres
physiologiques et le poids sec DW. Tous les parametres sont standardiseés exceptés FTA et RTA.
traités aprés transformation angulaire. Les résultats des tests multiples (Student-Newman-Keuls)
sont également donnés: deux groupes de lettre différente sont significativement différents a 5 %.
DW C PF | F A OCR SFG FTA RTA
P 0,0001 0,0001 0,0001 0,000l 0,0115 00001 0,2337 0,0001 0,0076 0,0001

avr A sep A avr A sep A sep A sep A - sep A dec A fev A
fev B dec B sep A dec B oct AB dec B - dec B fev AB avr AB
dec C avr B dec B fev B dec AB fev B - avr B oct AB dec BC
oct C fev B fev BC oct B avr AB oct B - oct B sep B sep C
sep C oct B oct C avr B fev B avr B - fev B avr B oct C

Dans ce chapitre, un nouveau systeme de mesure de la filtration en continu est décrit et
utilisé chez Crassostrea gigas. Pour la premiére fois, l'activité a la fois respiratoire et de filtration
est quantifiée de maniére assez précise pour étre intégrée dans le calcul du bilan énergétique chez un
bivalve marin. La définition d'un nouveau parametre, le FTA (Bougrier et al., en préparation),

quantifiant 'activité de filtration, constitue une avancée dans la bioénergétique des mollusques.
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figure 5-9: Evolution de la quantité de nourriture consommeée, ingérée et absorbée ainsi que de la
quantité de féces et pseudo-féces produite en 24 heures (en mg de POM) pour les 5 series de
mesures chez Crassostrea gigas. Les données représentent la moyenne -+ se.
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figure 5-10: Bilan énergétique mesuré sur 24 heures pour les 5 séries de mesures. Les données
représentent la moyenne par mesure,

Les outils jusqu'ici disponibles pour mesurer l'activit¢ des bivalves sont souvent indirecis
(Defossez et al., 1997). Des dispositifs ont ét¢ congus pour mesurer l'écartement des valves;
lactivité valvaire est le paramétre généralement utilis¢ pour décrire le comportement des bivalves
(Eapen, 1997). L'activité ainsi mesurée conslitue une donnée trés importante pour étudier
précisement I'état de stress d'un individu confronté a la présence d'algues toxiques (Matsuyama e/
al., 1997), la toxicité de I'cau de mer dans certaines zones polluées (Mouabad et Pihan, 1993) ou
carencées en oxygene (Wang et Widdows, 1993). Cependant, si cette mesure est pertinente pour

137



PARTIE III Chapitre 5

évaluer l'état de stress de animal, elle n'indique pas si l'animal consomme de l'oxygéne, filtre les
particules du milieu ou les deux. En effet, la filtration peut étre régulée simplement par l'ouverture
plus ou moins importante des valves, mais également par l'activit¢ des cils branchiaux qui
conditionne le volume d'eau transitant dans la cavité palléale de l'animal (Dral, 1968). En effet,
selon Bayne et Newell (1983), des arréts temporaires du pompage sont courants chez les bivalves,
ce qui diminue la vitesse de consommation de phytoplancton mais est indécelable par l'activité
valvaire. Un systéme de mesure en continu avait déja été employé pour suivre la consommation
chez Mytilus edulis par Winter (1973). Cette technique n'a jamais été réutilisée par la suite, peut étre
a cause de sa lourdeur technique d'autant plus génante que la grande majorité des études
physiologiques tend a se faire in situ.

L'analyse individuelle montre une stabilité significative des parameétres physiologiques chez
Crassostrea gigas sur un cycle annuel en condition de laboratoire. Cependant, le test utilisé de type
non-paramétrique a été réalisé sur les rangs plutdt que sur les valeurs brutes. Graphiquement il est
difficile de visualiser un tel résultat mais I’analyse fine met en évidence deux types de sensibilité au
cours d’un cyvcle annuel (figure 5-12 A et B). Une telle instabilité est soit due a la méthode de
mesure et d'estimation elle-méme qui n'est pas répétable, soit a l'activité des individus qui est
chaotique et donc imprévisible, ou dépendant de facteurs impossibles a contréler (pression
atmosphérique par exemple). Les paramétres physiologiques sont extrémement dépendants des
conditions environnementales. La température et la quantité de nourriture ont fluctué d'une série de
mesures a l'autre et également au sein d'une série de mesures pour la quantité de nourriture.

Un dispositif d'autorégulation de l'apport de nourriture comme celui décrit par Winter (1973)
ou par Riisgard et Mehlenberg (1979) permettrait des conditions plus rigoureuses pour la
comparaison d'individus.

Le probléme majeur pour estimer ["activité de filtration et de consommation d’oxygéne est la
méconnaissance d'une éventuelle périodicité. Sur 24 heures, aucune périodicité n'a pu étre mise en
évidence (Bougrier ef al., 1997) pour le RTA mais la période de 24 heures peut ne pas étre
suffisante pour estimer le taux d'activité globale d'un animal de maniére fiable et répétable. En effet,
l'activité est trés probablement affectée par des paramétres que l'on ne peut pas controler dans la
pratique. Il est trés probable, bien que non démontré, que le comportement des huitres dépend des
conditions climatiques autres que la température de l'eau ou la salinité. Des expériences similaires
sont faites sur l'huitre plate (Ostrea edulis) chez laquelle l'influence des facteurs externes sur le
stress de l'animal est extréme: les vibrations, les variations d'intensité lumineuse se traduisent en

général par une perturbation de l'activité (fermeture des valves). La pression atmosphérique pourrait
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jouer un role trés important sur I'état de stress des animaux qui se répercute sur l'activité de ceux-ci.
En effet, l'activité semble étre trés sensible aux conditions climatiques en particulier celles de type

orageuses pendant lesquelles les variations de pression sont considérables.

tableau 5-2: Résultat du test de Friedman montrant que tous les paramétres sont stables dans le

temps. OFR = consommation, OAR = absorption, OCR = consommation d'oxygene, DW = poids

sec estimé, SFG = scope for growth, la lettre s indique que le paramétre est standardisé.

Variable OFR OAR OCR OFRs OARs OCRs FTA RTA DW SFG SFGs
P 0,0003 0,0006 0,0138 0,0144 0,0113 0,0103 0,0211 0,0210 5,10"° 0,0014 0,0014

Fréquence
wn
'S

10-5] 15-10] 110-15] 115-20] 120-25] 125-30] > 30
Classes
figure 5-11: Distribution du critére Max(rangs) -Min(rangs). Les rangs sont déterminés en fonction

de l'espérance de croissance. La distribution est bimodale et deux pics peuvent étre séparés par la
valeur 20.

L'incompatibilité des systémes de mesure de consommation d'oxygene (faibles débits) et de
filtration (débits élevés) ne permet pas pour l'instant la mesure en continu de ces deux parameétres
simultanément sur les mémes individus, rendant ainsi difficile 1'étude corrélée de ces deux
parametres. De plus, étant donné la grande sensibilité de l'activité des bivalves vis a vis de facteurs
externes pouvant varier d'un jour a l'autre, I'estimation de 'espérance de croissance peut s'en trouver

biaisée.
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figure 5-12: Représentation de la stabilit¢ individuelle. Exemple de l'espérance de croissance.
Chaque courbe représente un individu. La détermination du rang a été faite selon la procédure SAS
PROC RANK, avec prise en compie des ex wquo. Représentation des individus stables (n = 19 A)
ctinstables (n = 11; B) pour le Scope for growth.
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figure 5-13: Classemeni des individus mesurés en fonction de l'indice OAR/OCR. Pour chaque
individu, lI'absorption ¢t la consomimaiion d'oxygéne sont représeniées. L'animal le plus performant
est caractérisé par une absorption forte et une consommation d'oxygene laible.

Des systemes de mesures ouverts permeitant la mesure de la filiration et de la
consommation d'oxygene ont été utilisés préalablement chez les poissons (Blazka ¢f al., 1960) et
devraient pouvoir &ire transposés a I'étude des bivalves marins. La sensibilité des sysiemes de
mesures de concentration d'oxygene et de fluorescence est trés différente. Par conséquent, les débits
nécessaires a l'estimation avec une précision correcte de OFR et OCR sont incompatibles. Un
dispositif en systeme clos permettant la mesure simultanée de la filtration et de la consommation
d'oxygene a été récemment décrit par Eriksen et Iverson (1997), et pourrait étre une solution. La
mesure de l'intensité de la consommation d'oxygéne est beaucoup plus fiable avec le sysieme
présenté dans ce chapitre par rapport a celui utilisé dans le chapitre 4. En effet, il a ¢ié démoniré
que les bivalves étaient capables d'augmenter leur efficacité de consommation d'oxygene a faible
concentration (Taylor et Brand, 1975).

La stabilité n'étant pas tres nette entre les 5 séries de mesures, il est tres délicat de calculer
un indice synthétique fiable pour le choix de géniteurs. Cependant, un indice synthétique a été
construit s¢ basant sur la moyenne des 5 mesures et intégrant l'activité. On constate que ce
classement privilégie les individus stables: les individus instables auront un indice moyen alors que

les individus stables auront soit un indice tres tort pour les "stables performants” ou trés faible pour
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les "stables peu performants". Le choix des géniteurs pour I'établissement des familles G2 a pris en
compte cette caractéristique: les individus ayant des valeurs extrémes d'indice ont d'abord été
choisis.

Les individus performants se caractérisent par une absorption forte et une consommation
d'oxygéne faible, montrant la pertinence de cet indice de sélection. De cette maniere, les individus
performants ont une double caractéristique physiologique: une acquisition d'énergie €levée et des
dépenses métaboliques faibles.

En conclusion, cet indice synthétise les 5 mesures en tenant compte du niveau d'activité de
filtration et de consommation d'oxygéne ainsi que du niveau de stabilité. Le but est de produire des
familles de plein-fréres (G2) a partir de géniteurs ayant des performances physiologiques les plus
contrastées possible.

Il est également possible que parmi les 30 individus, bien qu'ils appartiennent tous a la
méme population, il existe des sous-populations différenciées selon leur tolérance a des variations
de facteurs environnementaux et en particulier la température. La figure 5-12 met en évidence deux
types d'individus, des individus stables et des individus instables. La stabilité significative révélée
par le test de Friedman serait due au nombre de ces individus stables. Cette différence de
comportement des individus face a des fluctuations du milieu peut étre liée a une sensibilité au
stress différente entre des individus de méme dge et issus du méme type de croisement. Certaines
especes adoptent les mémes comportements vis a vis de la température. Les espéces sténothermes
ne tolérent que de faibles variations de température alors que les espéces eurythermes ont des
fonctions physiologiques qui varient trés peu malgré des fortes fluctuations de température du
milieu. Par analogie avec ces especes ol la génétique explique ces différences de comportement
(Whiteley er al., 1997: Loughna et Goldspink, 1985), l'analyse génétique pourrait apporter des

¢léments de réponse.
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Bilan - Synthese

=¥ Nouvelle méthode d'estimation des bilans énergétiques intégrant
l'activité de filtration quantifiée par le FTA et lactivité de

consommation d'oxygéne quantifiée par le RTA (Bougrier et al., 1997b)

I Stabilité des caractéres physiologiques  significatifs mais
comportement différent des individus face a des fluctuations de

température

=" Effet de la date de mesure sur les paramétres moyens
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L'étude de la variabilité génétique des étres vivants est nécessaire pour appréhender les
mécanismes de sélection pouvant exister aux différentes étapes du cycle de vie. Les bivalves
marins ont un cycle trés particulier (voir introduction générale) avec des phases de dispersion
(gametes et surtout phase larvaire) planctonique opposée a une phase benthique. Dans la
partie II, nous avons vu que la croissance était fortement dépendante des conditions
environnementales et dans la partie Il nous avons montré la trés forte sensibilité aux
conditions extérieures des parametres physiologiques impliqués dans la croissance. Nous
avons orienté 1'étude génétique de la croissance d'une maniére particuliére par rapport a ce qui
est généralement publié. Dans cette derniére partie, nous verrons en effet que la contribution
d'un individu a la génération suivante aux stades précoces peut apporter des informations
précieuses sur les mécanismes de reproduction. Les chapitres 1 et 2 ont mis l'accent sur la
croissance précoce comme déterminant de la croissance ultérieure. L'influence de ces
mécanismes précoces sur la croissance peut ainsi étre évaluée. Le but de cette introduction est
de faire une bréve revue des connaissances actuelles sur la génétique des bivalves et en
particulier deux caractéristiques propres a ceux-ci: les déficits en hétérozygotes et la relation
entre hétérozygotie et croissance (RHC). On présentera également les microsatellites,
marqueurs génétiques idéaux pour I'étude de la contribution parentale d'un animal a sa

génération suivante.

L Déficits en hétérozygotes

Le déficit en hétérozygotes aux locus enzymatiques est un phénoméne souvent
observé dans les populations de bivalves marins (Skibinski er al., 1983; Zouros et Foltz,
1984b; Fairbrother et Beaumont, 1993). Ces résultats sont assez surprenants lorsque l'on
considere le cycle de vie et la biologie des bivalves marins (voir introduction) remplissant les
hypothéses de 1'équilibre de Hardy-Weinberg: effectifs importants, grand nombre de gamétes
et zygotes, phase de dispersion (gamétique et larvaire). Ceci est d'autant plus étonnant que le
déficit en hétérozygotes apparait trés tot dans le cycle de vie de I'animal et trés certainement
avant fixation des larves. Il peut étre causé soit par des taux de mortalité différentielle au stade
larvaire désavantageant les hétérozygotes; soit par un mécanisme non sélectif, tel que la
subdivision de la population parentale dans laquelle des périodes de pontes dépendantes du
génotype peuvent étre engendrées par des vitesses de croissance différentes (Zouros et Foltz,

1984b). Il est également concevable que ce déficit soit dit a l'impossibilité de détecter le
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polymorphisme causé par l'existence d'alleles nuls ou d'accidents chromosomiques

(aneuploidie).
2. Relation entre hétérozygotie et croissance (RHC)

Une corrélation entre I’hétérozygotie aux locus enzymatiques et la croissance a été
observée chez de nombreux bivalves marins (Britten, 1996). L’intérét économique de
certaines espéces et l'intérét scientifique fondamental ont suscité un approfondissement des
recherches sur les fondements de cette relation.

Les études des locus enzymatiques dans des populations naturelles de bivalves marins
ont révélé une corrélation positive entre degré d'hétérozygotie et vitesse de croissance, tant
chez les juvéniles que chez les adultes (Zouros ef al., 1980; Koehn et Gaffney, 1984; Zouros
et Pogson, 1994), notamment chez ['huitre creuse Crassostrea gigas (Fujio, 1982; Hedgecock
et al., 1995), chez I'huitre américaine Crassostrea virginica (Singh et Zouros, 1978; Zouros et
al., 1980; 1983), chez Ostrea edulis (Jaziri et Blanc, 1990), chez les moules Mytilus edulis
(Koehn et Gaffney, 1984; Gentili et Beaumont, 1988), Mulinia lateralis (Gaffney, 1994),
Placopecten magellanicus, (Foltz et Zouros, 1984; Pogson et Zouros, 1994), Ruditapes
decussatus (Borsa et al., 1992).

De plus, la variabilit¢ du taux de croissance est souvent plus faible chez les
hétérozygotes (Zouros ef al., 1980; Koehn et Gaffney, 1984; Jaziri et Blanc, 1990). D'autre
part, il existe une relation entre la taille et la survie: en particulier, les individus les plus petits,
avec une coquille plus fragile, sont les premicres victimes de la prédation (Levington et
Fundiller, 1975). La taille peut également aider au succés reproducteur, les plus grands
individus produisant plus de gameétes. Chez Spisula ovalis, une corrélation positive entre
degré d'hétérozygotie et vitesse de croissance existe, mais ne s'étend pas a une relation entre
hétérozygotie et survie (David ef al., 1995; David et Jarne, 1997).

Cependant, dans les populations obtenues en laboratoire, aucune RHC significative
n’existe chez Mytilus edulis (Beaumont et al., 1983; Beaumont, 1991; Pecon Slattery et al.,
1991; Zouros et al., 1996) alors qu’elle a été mise en évidence chez Ostrea chilensis (Gaffney
et Scott, 1984; Toro ef al., 1996a).

Plusieurs hypotheses ont été proposées pour justifier cette corrélation. Elles se
regroupent sous deux courants principaux: I'un consideére les allozymes comme des marqueurs
sélectivement neutres, l'autre leur attribue un réle direct dans la valeur sélective de 1'individu

(alleles soumis a sélection).
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2.1 Dominance multi-locus

Cette hypothése accorde un rdle direct aux allozymes dans la relation entre
hétérozygotie et valeur adaptative ou fitness (Zouros et Pogson, 1994). Plus I'hétérozygotie
globale d'un individu augmente, plus les locus ont de chance de posséder des alléles
dominants, donc plus l'efficacité métabolique s'accroit. Certains locus participeraient alors
plus fortement a la relation que d'autres, selon leur fonction métabolique, comme chez
Placopecten magellanicus, ou un lien significatif entre degré d'hétérozygotie et taille de la
coquille est essentiellement observé sur quelques locus (Zouros et Pogson, 1994), chez la
palourde Ruditapes decussatus (Borsa et al., 1992) ou chez Crassostrea gigas ou certains
alléles se fixent plus facilement dans la population que d'autres (Hedgecock et al., 1995). Les
enzymes intervenant dans le catabolisme protéique ou dans la glycolyse ont un poids plus
important dans la relation globale. Ces observations supportent I'hypothése d'une plus grande

efficacité métabolique des hétérozygotes.
2.2 Superdominance directe

Les allozymes jouent la encore un réle direct, mais l'action combinée des deux
allozymes d'un hétérozygote est plus efficace que celle de chacun des homozygotes
correspondants, ou que leur moyenne. La superdominance ne survient pas uniformément aux
différents locus. Un seul locus est suffisant pour assurer la supériorité d'un hétérozygote. Chez
Crassostrea gigas, les trois hétérozygotes les plus communs au locus de la
phosphoglucomutase-2 ont un taux d'activité enzymatique significativement plus élevé que les
homozygotes (Pogson, 1991). Parallélement, ces hétérozygotes sont en moyenne plus gros

que les homozygotes (Fujio, 1982).
2.3 Superdominance associative

Sous cette hypothése, les allozymes sont des locus neutres en déséquilibre
d'association avec d'autres geénes ayant un effet sur la croissance (Ohta, 1971; Zouros ef al.,
1980): un alleéle donné a un locus donné est supposé étre en déséquilibre d'association avec un
gene délétere. Cette association peut résulter de la consanguinité (Bierne e al., 1998), surtout
si elle concerne un geéne délétere peu fréquent mais avec un effet important; d'une dérive
génétique ou d'un €cart a la panmixie dans la population, si elle concerne un géne fréquent

mais avec peu d'effet délétére (Zouros, 1993). Contrairement aux cas ou la dominance est
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directe, tous les locus d'un individu sont supposés avoir la méme contribution dans la relation
entre I’hétérozygotie et la valeur sélective, puisque la dérive génétique, la consanguinité ou la
structuration des populations sont censées affecter tous les locus enzymatiques de la méme
maniére. Cette hypothése a été le sujet d'un débat intense entre partisans (Zouros, 1990) et
détracteurs (Koehn, 1990). L'absence de locus enzymatiques particuliérement impliqués dans
la corrélation entre hétérozygotie et croissance semble valider cette hypothése chez des
juvéniles de Myrilus edulis (Koehn et Gaffney, 1984; Beaumont, 1991).

Le paradoxe de l'allele rare (Mcgoldrick et Hedgecock, 1997) pourrait étre un
argument contre la superdominance associative: sur la descendance d'hermaphrodites auto-
fertilisés de Crassostrea gigas, les auteurs observent un biais sélectif contre l'allele de
moindre fréquence. Or cet alléle n'a pas de raison d'étre plus fortement lié a un géne muté que
d'autres, ou s'il l'est, il ne devrait pas persister dans la population (sauf s'il est contre-
sélectionné pour une raison inconnue). Ce résultat n'est pas décrit par ailleurs. En fait, dans les
croisements consanguins, un biais d'association entre un alléle rare et un géne délétére peut

étre induit, du fait d'un fort déséquilibre gamétique.
2.4  Epistasie

Des interactions positives ou négatives entre des alleles a différents locus peuvent
expliquer la supériorité des hétérozygotes: un alléle augmentant la valeur sélective d'un
individu pourra étre exprimé chez un hétérozygote alors qu'il restera réprimé par un locus
homozygote. Dans le cas d'une épistasie régulatrice, certains promoteurs permettraient une
production élevée des enzymes avec lesquelles ils sont liés, entrainant une augmentation de la
valeur sélective si une grande quantité de ces enzymes favorise l'efficacité métabolique

(Mcgoldrick et Hedgecock, 1997).
2.5 Dépression de consanguinité

La dépression de consanguinité est une diminution de valeur sélective des individus
consanguins par rapport aux individus non consanguins. Elle est généralement admise et
découle du fait que les croisements entre apparentés augmentent la probabilité d'étre
homozygote pour un allele déléteére récessif chez les descendants. L'apparition de cette
dépression dans une population sous-entend l'existence d'un fardeau génétique suffisant pour

I'engendrer (Ohta, 1976). L'existence d'un tel fardeau a été mise en évidence dans certaines
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études, par étude de croisements consanguins réalisés en laboratoire (Beattie ef al., 1987
Bierne et al., 1998).

Un moyen de valider I'hypothése de la superdominance associative est d'étudier la
relation entre hétérozygotie et valeur adaptative a partir de marqueurs d'’ADN nucléaire,
supposés neutres. On doit aussi trouver une corrélation positive, puisque ces marqueurs ont la
méme probabilité d'étre en déséquilibre de liaison avec les génes associés a la valeur
adaptative que les marqueurs enzymatiques. Cette corrélation n'est pas retrouvée chez des
Coquilles St-Jacques Placopecten magellanicus juvéniles (Zouros et Pogson, 1994a; 1994b),
mais les auteurs admettent que d'autres €¢tudes doivent étre réalisées pour valider ce résultat,
d'autant que le taux de mutation des VNRT (variation du nombre de répétitions en tandem),
qui sont les marqueurs utilisés dans cette étude, est beaucoup plus élevé que celui des génes
codant pour les allozymes: jusqu'a 5.10” mutations par site nucléotidique et par génération,
contre 5.10° pour les marqueurs allozymiques. En revanche, l'utilisation d’ADN nucléaire
simple copie comme marqueur chez Crassostrea virginica (Foltz et Hu, 1996), ainsi que de
microsatellites chez Ostrea edulis, semble confirmer cette hypothése (Bierne ef al., 1998;
Launey, 1998). D'autre part, les génes liés a la valeur sélective paraissent suffisamment
répandus pour que n'importe quel microsatellite pris au hasard dans le génome soit en
déséquilibre d'association avec 1'un d'eux.

Chez certains bivalves marins, il est possible de produire des individus triploides
viables et stériles, en supprimant I'éjection de I'un des deux globules polaires pendant la
méiose (Gérard et al., 1994; Desrosiers et al., 1993). Pour tenter de mieux comprendre les
relations entre hétérozygotie et valeur sélective, des comparaisons entre animaux diploides et
triploides ont été effectuées. Les individus triploides ayant plus de chance d'étre hétérozygotes
a leurs locus que les individus diploides, les premiers devraient avoir une valeur sélective plus
grande. Chez Mytilus edulis, aucune différence claire n'est observée au niveau du
métabolisme entre diploides et triploides. Chez les juvéniles élevés en laboratoire, les
triploides ont effectivement un degré plus grand d'hétérozygotie, mais ne sont pas plus gros
que les hétérozygotes diploides. La relation entre [’hétérozygotie et la croissance existe, mais
n'est pas plus prononcée chez les triploides (Beaumont et al., 1995). A partir de ces
observations, I'hypothése de la superdominance associative semble la plus appropriée chez
cette espece. Au stade adulte, les animaux triploides, notamment chez les huitres, peuvent étre
plus gros, mais le recyclage de I'énergie normalement allouée a la reproduction chez les

diploides en est certainement la principale cause (Hawkins ef al., 1994).
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2.6  Relation hétérozygotie et paramétres physiologiques

La supériorité des hétérozygotes serait due a une plus grande efficacité de leur activité
métabolique, a une consommation d'oxygene et un turn-over des protéines plus faibles,
entrainant une limitation des cofits énergétiques. Ainsi, chez Mytilus edulis, les hétérozygotes
ont une meilleure résistance au jeun et leur demande énergétique pour la maintenance est plus
faible, bien que les taux d'absorption de nourriture dans un milieu non limitatif soient
sensiblement les mémes chez hétérozygotes et homozygotes (Jorgensen, 1992). L'énergie
ainsi économisée sur le colit de maintenance permet de réinvestir dans la croissance (Mytilus
galloprovincialis, stades juvéniles et adultes: Bayne et Hawkins, 1997). Une relation entre
'hétérozygotie multi-locus et les parametres physiologiques impliqués dans la croissance a
¢galement été trouvée chez Mulinia lateralis (Garton et al., 1984). Ce déficit est en général
trés prononcé aux stades précoces (larvaires et juvénile) puis s'estompe avec l'dge des

individus.

3. Les marqueurs microsatellites, outils pour la recherche de parenté

3.1 Définition

Le génome des eucaryotes contient des séquences d’ADN répétées mises en évidence
il y a prés de 30 ans (Britten et Kohne, 1968). Les profils issus des purifications sur gradient
de chlorure de cesium, ont donné le nom d’ADN “satellite”. Une autre catégorie d’ADN
répété¢ nommée VNTR (Variable Number of Tandem Repeat, Nakamura et al., 1987) ont été
rebaptisées mini et microsatellites par analogie avec I’ADN satellite. Les minisatellites sont
des séquences de 100 pb a 7 kpb de longueur composées des répétitions de quelques dizaines
de bases localisées le plus souvent dans les régions télomériques ou centromériques (Jeffreys
et al., 1985). Les microsatellites se distinguent des minisatellites par la taille du motif de 2 4 5
paires de bases, par leur longueur maximale de I’ordre de 200 pb (Rassman er al., 1991) et par
leur répartition aléatoire le long du génome (Hearne ef al., 1992) excepté dans les régions
télomériques et centromériques ou ils sont moins fréquents (Wong et al., 1990; Wintere ef al.,
1992). Historiquement, les marqueurs microsatellites ont été découverts dans I’espéce
humaine ou ils montrent une grande abondance et une dispersion dans tout le génome
(Hamada et Kakunaga, 1982; Hamada er al., 1982; Weber et May, 1989; Weber, 1990;
Hearne er al., 1992; Barendse ef al., 1994; Perez-Lezaun et al., 1997). Par la suite, les
marqueurs microsatellites ont été identifiés chez un grand nombre d’organismes eucaryotes ou

procaryotes, animaux ou végétaux (pour revue, voir tableau p 40-41 dans Launey, 1998; ).
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Chez les bivalves, des marqueurs microsatellites ont été identifiés chez le gastéropode d’eau
douce Bulinus truncatus (Jarne et al., 1993), Anadaria trapezia (Nassif et Mackinlay, 1996),
I’huitre plate Ostrea edulis (Naciri et al., 1995). Chez I'huitre creuse Crassostrea gigas, 9
locus microsatellites ont été identifiés et mis au point (3 dans Magoulas ef al., in press) et 30

sont en cours de mise au point (McGoldrick et Hedgecock, 1996; McGoldrick, 1997).

3.2 Polymorphisme

Les locus microsatellites montrent un polymorphisme important dans le nombre de
motifs de base (Litt et Luty, 1989; Weber et May, 1989; Fries, 1993; Goodfellow, 1993). Les
régions situées de part et d'autre de la zone répétée (régions flanquantes) sont en général bien
conservées et permettent de définir des amorces spécifiques pour un locus. Le fragment
amplifié par PCR (Polymerase Chain Reaction, réaction de polymérisation en chaine, Saiki et
al., 1988) a l'aide de ces amorces est de taille proportionnelle au nombre de répétitions. Ainsi,
les fragments, en général de petite taille (100 a 500 pb), sont facilement séparés sur gel de
polyacrylamide assez résolutif pour déterminer le nombre de répétitions présentes dans la
zone répétee.

Les séquences microsatellites ont une fonction biologique qui reste encore méconnue.
Elles semblent étre impliquées dans la structure de la chromatine (Schléterrer et Tautz, 1992)
et elles pourraient jouer un rdle dans la régulation génique ou dans les mécanismes de
recombinaison (Stallings ef al., 1991; King, 1994). Certaines séquences répétées pourraient
¢galement jouer un role dans la réplication de I’ADN (Pritchard er al., 1983; Cantatore ef al.,
1987: Farrard et al., 1994). Chez I’homme, des séquences de type microsatellite ont été
associées a des maladies génétiques (syndrome du X fragile: Fu et al., 1991; Yu et al., 1991;
distrophie musculaire de Duchéne: Brook ef al., 1992; Fu et al., 1992; ataxie cérébro-spinale:
Zoghbi et al., 1993) et a certains cancers (Rhyu et al., 1994; Akiyama et al., 1996).

Les locus microsatellites se caractérisent par un taux de mutation particuliérement
¢levé dont la conséquence directe est I’apparition de nouveaux alléles. Plusieurs mécanismes
de mutation ont €t¢ proposes pour expliquer de tels taux de mutation: crossing-over inégaux
(Brook et al., 1992), glissement de la polymérase pendant la réplication sans réparation
(Levinson et Gutman, 1987; Schloterrer et Tautz, 1992; Strand et al., 1994). Le taux de

mutation est de I’ordre de 10 a 107 par génération (Dallas, 1992; Weissenbach et al., 1992).
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3.3 Applications

Leur caractére apparemment universel, leur fort niveau de polymorphisme ainsi que
leur répartition large au sein du génome font des microsatellites des marqueurs trés utilisés
chez les bovins (Beckman et Soller, 1990 ; Fries, 1993), les ovins (Crawford ef al. , 1991;
1994), les chevaux (Marklund er al.,1994) et I'étre humain (Weber, 1990). Chez les espéces
aquacoles, ces marqueurs sont également largement utilisés chez le bar (Garcia de Leon ef al.,
1995), le saumon (Slettan et al., 1993) et I'huitre plate (Naciri ef al., 1995 ; Bierne ef al.,
1997).

Outre les nombreuses applications en structuration des populations et en cartographie
génétique, nous insisterons plus longuement sur les applications en recherche de parenté. Le
premier avantage des marqueurs microsatellites est leur localisation nucléaire. Ce sont des
marqueurs codominants qui permettent l'accés direct au génotype, les rendant trés efficaces
pour la recherche de parenté. Leur polymorphisme considérable en fait I'outil idéal pour les
¢tudes intra population. Enfin, I'association avec la technique de PCR permet d'une part des
études non destructrices sur des individus adultes et d'autre part des analyses aux stades
précoces (stades larvaires). Les microsatellites, du fait de leur fort polymorphisme, sont
souvent utilisés pour I’assignation de parenté. Outre les cas d’exlusion sans ambiguité, un
petit nombre de locus microsatellites est souvent suffisant pour la détermination des parents
(chien: Fredholm et Wintere, 1996; koala: Houlden et al., 1996; rat: Otsen et al., 1995). Le
typage par les marqueurs microsatellites est plus fiable que la méthode traditionnelle par les
groupes sanguins qui entraine souvent des erreurs et retarde les programmes d’amélioration
génétique des animaux domestiques (Ron er al., 1996).

La valeur sélective d'un étre vivant peut étre estimée par le nombre de ses descendants
viables, c'est-a-dire sa contribution a la génération suivante. Accéder a cette donnée implique
la recherche de parenté, technique déja utilisée chez les végétaux (Burczyk er al., 1996), les
mammifeéres (Fredholm et Wintera, 1996; Heyen ef al., 1997), les oiseaux (Burke, 1989), les
poissons (Moran ef al., 1996; Jones et Avise, 1997; Batargias et al., 1997; Garcia de Leon et
al., 1998). Les marqueurs génétiques sont les outils idéaux pour mesurer cette contribution et
sont couramment utilisés chez I'homme pour des recherches de paternité ou en médecine
légale (Callen er al, 1993; Alford er al, 1994). Les marqueurs microsatellites sont
suffisamment polymorphes chez Crassostrea gigas pour permettre des assignations de
parenté: plus de 50 alléles différents existent sur chacun des 4 marqueurs disponibles au

laboratoire (Huvet, 1997). Dans les cas ou une distinction formelle entre plusieurs géniteurs
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n'est pas possible, une approche probabiliste peut étre développée (Alford er al., 1994;
Fredholm et Wintere, 1996; Heyen ef al., 1997). Cependant, la présence d'alléles nuls peut
compliquer les études de filiation (voir Boudry er al., 1998; Pemberton et al., 1995,
Chakraborty ef al., 1992).

L'utilisation de marqueurs génétiques trés polymorphes, comme les microsatellites, est
particuliérement intéressante lors de 1'étude d'espéces a trés grande fécondité, telles que les
espéces aquacoles (Hospital et al., 1992) ou il est courant de produire un grand nombre
d'individus a partir d'un nombre restreint de géniteurs. La variabilité génétique qui est
présente au sein de ces €levages dépend alors du nombre de géniteurs utilisés et du taux de
polymorphisme propre a l'espéce, mais peut aussi étre réduite du fait de contributions
déséquilibrées entre les parents, conduisant a un effectif efficace réduit des populations, avec
comme conséquence possible une dépression de consanguinité a la génération suivante
(Kincaid, 1976; Bierne et al., 1998). En élevage comme dans le milieu naturel, l'effectif
efficace (N.) d'une population est presque toujours plus petit que le nombre d'individus
observés. Plusieurs phénomenes peuvent expliquer cette différence: générations
chevauchantes, accouplements préférentiels, sex-ratio déséquilibré, sélection sur les géniteurs
et sur leurs descendants (Avise, 1994; Hedgecock, 1994). L'é¢tude de I'évolution dans le temps
au sein d'une méme génération des contributions parentales peut permettre d'apporter des
¢léments de réponse.

Chez les mollusques, aucune étude de ce type n'a été publiée jusqu'a présent. Pourtant,
chez de nombreux bivalves marins, dont les huitres, un déficit en hétérozygotes a été mis en
évidence par ['utilisation de marqueurs enzymatiques et génomiques (voir l'introduction de la
partie IV). Ce phénomene peut s'expliquer si les tailles effectives des populations sont plus
petites que celles observées, c'est-a-dire si seuls certains géniteurs potentiels contribuent a la
formation de la génération suivante. La panmixie n'est plus conservée et I'équilibre d'Hardy-
Weinberg est inapplicable pour calculer le taux d'hétérozygotie attendu. Le déficit en
hétérozygotes s'accompagne souvent d'une corrélation positive entre le degré d'hétérozygotie
d'un individu et sa valeur sélective, en milieu naturel comme en élevage (Fujio, 1982; Zouros
et Pogson, 1994; Hedgecock ef al., 1995; Launey, 1998). Le fardeau génétique présent chez
ces animaux (Beattie er al,, 1987; Bierne er al., 1998), d'autant plus lourd que la taille
effective de la population est petite, est probablement a l'origine de cette corrélation
hétérozygotie-valeur sélective, un homozygote présentant plus de chance de porter deux

alleles déléteres récessifs a un méme locus (Zouros, 1993).

153



PARTIE IV Introduction

La composition génétique d'une génération peut également varier d'un stade de la vie a
un autre, sous l'effet de la sélection. Le suivi d'une méme population dans le temps est alors
indispensable pour comprendre les différents mécanismes mis en jeu dans la constitution
d'une population a un moment donné¢.

Dans les programmes d'amélioration génétique, les familles sont souvent élevées dans
des structures séparées avec des conditions environnementales différentes biaisant les
comparaisons entre les familles. La possibilité d'identifier les familles de maniére non
destructive (biopsies) grace aux marqueurs microsatellites permet de maintenir les familles
mélangées dans le méme environnement (Harris ef al., 1991; Herbinger et al.,1995; Garcia de
Leon ef al., 1998; Magoulas, 1998; Ferguson er al, 1995; Kellog et al., 1995; Colbourne ef al.,
1996; Herbinger er al., 1996).
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PARTIE III Chapitre 6

1. Introduction

Dans ce chapitre, nous avons analysé les contributions parentales, a différents stades larvaire
et naissain, dans la descendance de croisements controlés a partir de géniteurs Crassostrea gigas, de
génotypes connus pour un marqueur microsatellite. L'effet éventuel de la compétition gamétique sur
la contribution des parents a la génération suivante (sélection ou croisements préférentiels) a été
évalué par la comparaison de deux types de croisements: avec compétition gamétique (fécondations
en masse) et sans compétition gamétique (fécondations séparées). L'analyse de différents stades
larvaires et post larvaires permet également d'étudier I'évolution dans le temps des contributions
relatives des parents et de détecter d'éventuelles mortalités différentielles entre les familles, mises en
évidence au stade adulte au chapitre 2. Parallelement, des tentatives d'analyses des groupes de
tamisage isolés au chapitre 1, ont permis de développer des méthodes d'analyse de parenté

(programmes Visual Basic) mais des problémes de conservation d'ADN ont limité l'analyse

(effectifs trop faibles).

2. Matériels et méthodes
2.1.  Matériel biologique

2.1.1. Croisements

Cent huitres provenant du milieu naturel (cote atlantique frangaise) ont été marquées
individuellement, biopsées (fragment de branchie) puis maturées pendant une période de six
semaines selon la méme procédure que celle décrite au chapitre 1. L'ADN a été extrait par la
méthode Phénol-Chloroforme. Le génotype de chaque géniteur a été déterminé au locus
microsatellite dinucléotidique L10. Parmi ces 100 individus, 5 males et 5 femelles ont été choisis de
maniére a pouvoir effectuer les reconnaissances de parenté sur la descendance a partir de ce seul
locus et le plus facilement possible: chacun des parents est hétérozygote, et aucun des parents ne
posséde le méme alléle. Ainsi, l'identification d'un allele chez I'un des descendants permet a coup
sar de désigner le parent correspondant en s'affranchissant de l'ambiguité due aux alléles nuls
(Koorey er al., 1993; Callen et al., 1993). Les 5 madles et les 5 femelles ont été croisés de deux

maniéres différentes par la procédure décrite en détail au chapitre 1:

- 25 croisements séparés: fécondations séparées de chaque couple dans un bécher, soit 25

béchers au total. L'ensemble est mélangé trois heures aprés la fécondation et constitue le lot noté S.

- un croisement mélangé: fécondation des 5 femelles par les 5 méles dans un seul bécher. Le
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lot résultant est noté M.

Dans les 2 cas, le nombre de gametes est égal pour les 5 males et pour les 5 femelles, avec
un ratio sperme-ovocyte de 150:1. Les modalités de I'élevage larvaire et de la fixation sont décrites
au chapitre 1. Les deux types de croisement ont généré deux populations larvaires divisées chacune
en 3 réplicats (notés 1, 2 et 3 pour le lot M et 4, 5 et 6 pour le lot S). Des larves ont été prélevées
dans chaque réplicat a chaque tamisage, toutes les 48 heures, dés j1, soit 24h aprés la fécondation.
Des larves agées de 6 jours (lots S et M) et de 18 jours (lot S) sont individualisées, mesurées
(Projecteur de profil, Nikon) avec une précision de 1 pm puis analysées pour leur parenté. Des post
larves dgées de trois mois issues du lot S (j90), sont également individualis€es, pesées avec une

précision de 0,01 g puis leur parenté déterminée.

2.1.2. Groupes de tamisage (chapitre 1)

Lors de la production des groupes de tamisage étudiés au chapitre I, des prélévements de
larves et de naissain ont été effectués respectivement lors de la mise en fixation a 17, 20, 23 et 26
jours aprés la fécondation respectivement pour les groupes de tamisage 1, 2, 3 et 4 puis 43 jours
apres la fécondation. Le naissain a été prélevé dans les lots mis en fixation sur brisure. Tous ces
préléevements ont ét¢ stockés a température ambiante dans de l'alcool a 95 %. Avant chaque série

d'extraction, les individus ont été mesurés au pm pres (Nikon profile projector) puis broyés.

2.2, Protocoles d'extraction d'ADN

2.2.1. Extraction d'ADN génomique de naissain par la méthode Phénol-Chloroforme
(Estoup et al.. 1996: Moore, 1993) Annexe 9

Cette méthode s'applique aux tissus conservés dans 1'éthanol absolu. Un fragment de 2 mm®
environ de tissu (branchie ou manteau) est prélevé et soumis a l'action de la protéinase K 0,12
mg.ml™ dans un tampon d'extraction (EDTA 0,5 M pH 8.0, SDS 0,5 %, Tris.Cl 10 mM pH 8,0)
pendant une nuit a 56 ° C. Les protéines sont ensuite exclues du mélange réactionnel par action de
phénol saturé a l'eau pH 8,0 et de SEVAQ (alcool isoamylique et chloroforme en proportion 24:1).
L'ADN est ensuite précipité dans I'éthanol absolu a - 20 °C pendant 1 heure. Aprés centrifugation, le
culot d'ADN est lavé a I'éthanol 70 % - 20 ° C; l'alcool est ensuite évaporé (Gyro Vap) et le culot
d’ADN est enfin redissout dans de I'eau. La quantité d'ADN et son degré de pureté sont appréciés

sur gel d'agarose 1 %.
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2.2.2. Extraction dADN génomique de larves: méthode au Chelex (Walsh et al.,
1991: Bierne ef al.. 1998. Schizas et al., 1997) Annexe 9

Cette méthode est particuliérement bien adaptée a l'extraction d'ADN a partir de fragments
de trés petite taille destinés a une amplification (PCR). Plutét qu'une méthode de purification, il
s'agit d'une méthode d'inactivation de tous les facteurs susceptibles de dégrader les acides
nucléiques. C'est la seule méthode utilisable pour les extractions d'ADN a partir de larves de taille
maximale de 300 um. Un fragment de tissu, une larve entiére ou une post-larve préalablement
broyés sont incubés dans une solution de résine Chelex 5 %, protéinase K 0,12 mg.ml™” et TE 1X
pendant une nuit a 56 °C. Le mélange est ensuite homogénéisé par agitation énergique (Vortex),
chauffé a 100 °C pendant 15 minutes pour dénaturer irréversiblement les protéines puis centrifugé.

Le surnageant est récupéré, stocké a - 20 °C et utilisé tel quel pour les PCR.

2.3, Amplification par PCR (Réaction de Polymérisation en Chaine) Annexe 9

Les amorces utilisées ont été définies par I'équipe du Pr. Zouros a I'BMC (Institute of
Marine Biology of Crete) d'une part et par I'équipe de F. Bonhomme du Laboratoire Génome et
Populations (Montpellier, France). Trois locus microsatellites ont été isolés et séquencés. Trois
couples d'amorces (nommeées CG44, CG49 et CG108) ont été choisis dans les régions flanquantes
des séquences répétées (Magoulas ef al. , in press). Les conditions de PCR (température
d'appariement, concentration en MgCly) ont été optimisées par 1'équipe du Pr. Zouros de I'Institute
of Marine Biology en Crete. La taille des produits de PCR, les températures d'appariement et les
concentrations en MgCl; sont indiquées au tableau 6-1 pour les 2 locus utilisés.

Une seule amorce est marquée par transfert enzymatique d'un groupe phosphate (Kinase,
tampon kinase 10 X, *°P- y dATP, amorce) pendant 30 minutes a 37 °C. Les protéines du mélange
réactionnel sont ensuite irréversiblement dégradées par la chaleur (10 minutes a 70 °C). L amorce
marquée est ensuite ajoutée au mélange réactionnel de PCR. Les réactions de PCR se font dans des
plaques a 96 micropuits (Costar). La réaction de polymérisation en chaine est faite dans un
thermocycleur (Perkin-Elmer) avec les étapes suivantes: 5 minutes a 94 © C pour une dénaturation
initiale, 30 cycles (1 minute a 84 °C pour la dénaturation, 1 minute & 53 ou 55 °C selon les locus
pour l'appariement et 1 minute 15 secondes a 72 °C pour 1'élongation) puis une étape de 5 minutes a
72 °C pour I'élongation finale. Le protocole a été optimisé pour chaque type d'échantillon (ADN
d'adulte ou de naissain extrait au Phénol Chloroforme, ADN de larve extrait au Chélex) et de locus

(Annexe 9).
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2.4, Migration sur gel et autoradiographie (annexe 9)

Aprés addition de 8ul de tampon de migration (25ml de formamide, 0,025g de xyléne
cyanol, 0,025g de bleu de bromophénol et 1 ml d'EDTA 0,5M) par échantillon et une dénaturation
de 5 mn a 95 °C, les produits de PCR sont ensuite mis a migrer sur gel dénaturant de
polyacrylamide a 6 % dans un tampon de charge a 50 W (TBE: 0,13 M Tris, 2,5 mM EDTA, 4,5
mM Acide borique). La durée de migration est optimisée pour chaque locus: 5 heures pour le locus
CG44 et 2,5 heures pour le locus L10. Le gel est ensuite séché a 80 °C sous vide (sécheur Savant)
pendant environ 2 heures puis mis en contact avec un film (Kodak, BioMax) dans une cassette pour
autoradiographie pendant une durée (6 a 48 h) dépendant du niveau moyen de radioactivité présent

sur le gel (détecteur).

2.5.  Analyse des données

Un programme en Visual Basic a été développé sous Microsoft Excel (voir annexe 7) dans le
but de déterminer, a partir du génotype en un locus particulier pour chaque individu, I’ensemble des
parents possibles. Tous les individus ont tout d’abord été typés sur le locus CG44. Le programme
donne par la suite la liste des individus pour lesquels aucun parent n’a été trouvé (génotypes
aberrants), plus de deux parents possibles ont été trouvés (ambiguité) et 2 parents trouvés. Les
individus montrant une ambiguité doivent étre typés sur un autre locus.

Le test G (Sokal et Rohlf, 1995) est utilisé pour calculer les différences de contributions
parentales: pour un méme type de croisement, a un méme stade de développement, entre les 5
males, entre les 5 femelles, entre les 25 familles et entre les deux types de croisements (M et S),
entre deux stades de développement (j6, j18 et j90), ou entre deux lots d'un méme type de
croisement.

Pour chaque point d'échantillonnage, pour évaluer I'hétérogénéité due aux interactions entre
male et femelle, c'est a dire I'hétérogénéité qui résulterait de croisements préférentiels, une valeur
globale G, est calculée: c'est la somme des valeurs de G mesurant les différences de contributions
parentales:

- des 5 males pour une méme femelle, effectuée pour les 5 femelles

- des 5 femelles pour un méme male, effectuée pour les 5 males,

soit 10 valeurs G; a 4 degrés de liberté chacune. On obtient alors un G résiduel: G, = 3G, -
Gy = Gg- Gy, 2a4.10-24 = 16 degrés de liberté¢ ou Gymesure I'hétérogénéité entre les 25 familles (24
degrés de liberté). G, correspond a l'interaction entre male et femelle.

L'hétérogénéité des tailles et des poids a été testée par ANOVA (SAS PROC GLM). Les
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ségrégations au locus L10 ont été analysées par test v* avec, comme effectifs théoriques, les

effectifs attendus sous I'hypothése d'une ségrégation de type 1:1.

3. Résultats
3.1.  Groupes de tamisage

Le locus CG44 possede 28 alleles chez les 40 parents. Les fréquences alléliques sont
indiquées au tableau 6-2.

Dans ce croisement (voir chapitre 1), 400 familles sont possibles. Des problémes de
conservation des individus n'ont pas permis d'exploiter et de poursuivre 'analyse des groupes de
tamisage. Cependant, un programme d'aide a la recherche de parenté a €té développé (Annexe 6). La
premiere étape de ce programme est la construction d'un fichier de données contenant tous les
génotypes possibles générés par les 40 parents. La seconde étape est la recherche de la liste de males
et femelles, parents possibles pour un descendant donné.

Les 40 parents et les descendants du croisement 20X20 ont été analysés. Il existe 400
familles possibles. Sur 197 individus analysés, 153 ont été assignés a 2 familles ou plus et 44

directement a une famille.

3.2 Croisement S et M

A j6, 272 et 249 individus ont été analysés respectivement pour le croisement séparé (S) et
pour le croisement mélangé (M). A j18, 399 individus ont été analysés pour le croisement S. Aprés
la fixation, a j90, 244 individus ont été analysés pour les croisements S. L'analyse de parenté a été
effectuée aisément dans la mesure ou les 10 parents choisis portaient presque tous des alléles
différents au locus L10, et étaient hétérozygotes pour ce locus (génotypes des parents au tableau 6-
3). Seuls les parents M1 et F1 partagent un alléle commun (25), ce qui est sans conséquence étant
donné que ces 2 individus sont les seuls a partager un alléle. Dans la descendance, les 20 alléles ont
ségrégé et aucun alléle nouveau, qui n'aurait pas été¢ présent chez les parents, n'est apparu,
confirmant le fait qu'aucune mutation ne s'est produite dans les échantillons étudiés et qu'aucune

contamination zootechnique n'a eu lieu.
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tableau 6-1: Amorces des locus utilisés. Tm = température d'appariement optimisée (Magoulas et
al., 1995)

Locus Tm (°C) Motif amorce (S: sens A: Antisens) taille du fragment cloné

CG44 53 (CA), S:gaagaatgtcatagattgatgg 391
A cat gec tgt tta cca gta tte
L10 55 (AQ), S: cat gtt ttc cct tga ctg atc ¢ 330

A: ggt caa ttc aaa gtc aat ttc cc

tableau 6-2: Alleles chez les 40 parents au locus CG44 et fréquences alléliques. Bien que le motif de
base soit dinucléotidique, de nombreux décalages d'une paire de bases sont présents (all¢les notés
X.,5).

Allele Fréquence Allele Fréquence
1 0,0375 16,5 0,05
7 0,0375 17 0,0625
8 0,025 17,5 0,05

8.5 0,0125 18 0,0125
9,5 0,0375 18,5 0,05
10 0,0625 19 0,0125
10,5 0,025 19,5 0,05
12 0,05 20 0,0375
12,5 0,0125 20,5 0,0125
13 0,025 21 0,0125
14 0,025 21,5 0,0125
14,5 0,0875 23 0,05
15 0,05 23,5 0,025
16 0,05 24 0,025

figure 6-1: Autoradiographie d'un gel d'électrophorése sur polyacrylamide aprés amplification
radioactive au locus L10. Les 9 échantillons de gauche sont des larves a j18 et les 5 échantillons de
droite correspondent aux 5 males (encadré). On observe la correspondance entre 1'une des bandes de
chaque larve et celle de I'un des males, représentant l'alléle paternel. Deux bandes successives ont
une différence de taille de deux nucléotides (motif AG).
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3.2.1. Ségrégation au locus L10

L'analyse de la ségrégation gamétique au locus L10, tous lots confondus, montre une
distorsion de ségrégation significative pour tous les parents excepté pour le male M1 (tableau 6-3).
['analyse de la ségrégation zygotique par famille est représentée en Annexe 9.

Pour chacun des parents, les effectifs par allele ne varient pas entre j6 et j18 pour le
croisement S. Ces deux stades ont donc €té regroupés dans la suite (notés j6-j18 S). Entre j6-j18 S et
190 S, les effectifs par alléle ne varient pas significativement sauf pour la femelle F4 (P = 0,0194): la
ségrégation est 64:22 a j6-j18 S et 80:6 a j90 S, l'écart entre les 2 alleles se creuse au cours du
temps. Les effectifs par allele ne changent pas significativement a j6 entre les deux types
croisements S et M.

Le méme type de résultat est donné tableau 6-4 pour chacun des croisements et stades de
développement. La ségrégation gamétique du male M1 est significativement déséquilibré

uniquement pour le stade j6 (P = 0,04).

3.2.2. Contributions parentales

Pour chaque point d'échantillonnage, aucune différence significative de contributions
parentales n'existe entre les 3 réplicats d'élevage, ce qui autorise le regroupement (tableau 6-5). La
comparaison des tableaux observés avec les tableaux théoriques ou chacun des 5 males et 5 femelles
aurait contribué de maniére égale, montre qu'il existe un déséquilibre de contribution parentale
significatif (tableau 6-6). Seul le croisement mélangé a j6 présente une différence significative de
contribution entre les 25 familles (P = 0,006). Aucune hétérogénéité due a l'interaction entre méle et
femelle n'est significative quelle que soit la date d'échantillonnage (tableau 6-7). Cependant, & j18,
la famille 21, correspondant au croisement male 1 par femelle 5, est nettement plus représentée que
les autres. En fait, les disparités visualisées sur les graphes sont essentiellement dues aux différences

de contributions des méles d'une part, des femelles d'autre part, et a leurs effets cumulés.

3.2.3. Compétition gamétique

Les deux types de croisement ont été analysés a j6, stade larvaire le plus proche de la
fécondation et assez avancé pour permettre une amplification par PCR. Les contributions des males
sont significativement différentes entre les deux croisements (G=11,26; P = 0,024; figure 6-2), mais

pas les contributions des femelles (G=3,23; P = 0,520; figure 6-3).
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tableau 6-3: Génotypes des parents et ségrégation gamétique au locus L10 pour chacun des 10
parents chez Crassostrea gigas. P est la probabilit¢ associée au y? effectif observé contre effectif
attendu (ségrégation 1:1).

Ségrégation gamétique Ségrégation gamétique
Parents  Alléle Nb o Parents  Allele Nb P

M1 18 159 0,128 Fl 25 122 0,002
25 133 31 78

M2 14 35 < 10,0001 F2 12 95 0,012
28 138 30 133

M3 19 62 <0,0001 F3 11 125 <0,0001
23 150 17 73

M4 -2 121 0,027 F4 21 162 <0,0001
15 158 24 32

M5 9 88 0,019 ES 26 132 <0,0001
34 122 37 214

tableau 6-4: Génotypes des parents et ségrégation gamétique au locus L10 pour chacun des 10
parents chez Crassostrea gigas et pour le croisement séparé (S) aux dates j6 et j18 regroupées, j90
et pour le croisement mélangé (M) a j6. P est la probabilité associé au y? effectif observé contre
effectif attendu (ségrégation 1:1). j6-j18 S vs j 90 S est la comparaison entre j6-j18 S et j90 S. j6 S
vs j6 M est la comparaison entre les croisements S et M a j6: NS = Non significatif au seuil de 5 %.

Segrégation gamétique

i6-j18 S 90 S i6 M

Parent Alllle Nb p Nb p Nb p  j6-j18Svsj90S j6Svsj6 M

M1 18 105 0,835 31 0090 23 0,063 NS NS
25 102 19 12

M2 14 18 6E-11 10 0239 7 <0,0001 NS NS
28 84 16 38

M3 19 36 0,005 15 <0,0001 11 0,004 NS NS
23 64 57 29

M4 -2 73 0934 8 0001 40 0,084 NS NS
15 72 29 57

M5 9 41 0,002 32 0515 15 0,398 NS NS
3475 27 20

F1 25 80 0,006 21 0,077 21 0,631 NS NS
31 49 11 18

F2 12 64 0,072 11 0,827 20 0,024 NS NS
30 86 10 37

F3 11 60 0020 44 0,003 21 0411 NS NS
17 37 20 16

F4 21 64 6,E-06 80 <0,0001 18 0,003 0,0194 NS
24 22 6 4

F5 26 81 0,001 15 008 36 0011 NS NS
37 127 26 61
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tableau 6-5: Comparaison des contributions parentales marginales entre les réplicats d'élevage (de 1
a 3 pour le croisement séparé et de 4 a 6 pour le croisement mélange).

Males Femelles

Date Croisement Comparaison G p G p
j6 mélangé 1-2 2,27 0,686 0,85 0,931
1-3 403 0402 1,11 0,893
2-3 5,53 0,237 4,54 0,337
j18  sépare 4-5 2,03 0,730 1,34 0,854

4-6 7,86 0,097 3,99 0,407
5-6 749 0,112 941 0,052

j18  mélangé 1-2 1,47 0832 1,10 0,895
1-3 3,04 0,551 1,02 0,907
2-3 2,09 0,720 0,76 0,943

tableau 6-6: Contributions parentales: Tableaux de contingence par famille, et fréquences
marginales des croisements mélangés (M) a j6 (B) et séparés (S) a j6 (A), j18 (C) et j90 (D). Les
effectifs sont indiqués par famille et les fréquences marginales (par male et par femelle). Les
tableaux de droite donnent la statistique G et la probabilité associée entre des effectifs observés
contre les effectifs attendus (contributions équilibrées, 1/25 pour chacune des 25 familles).

j6S F1 F2 F3 F4 F5 %
M1 18 10 8 9 25 026
M2 9 13 1 8 19 0,22

M3 8 8 3 10 14 016

M4 11 17 4 5 21 021 Males Femelles
7
1

(=

M5 10 13 6 5 015 G p G p
A % 021 022 012 014 031 1 _ 281 0589 7,57 0,109

i6M F1 F2 F3 F4 F5 %
MI 4 1 3 0 26 014
M2 7 & 5 5 21 018
M3 4 14 2 9 11 016
4
6

M4 19 21 20 31 038 __ Miles  Femelles

M5 5 9 6 8 014 G p G p
B % 016 021 014 01 039 1 1024 0037 1395 0,007

jl8S F1 F2 F3 F4 F5 Yo
M1 25 20 17 19 56 034
M2 4 12 4 5 16 0.1

M3 8 110 8 17 014 Males Femelles
M4 20 22 17 6 22 022
M5 19 17 12 17 15 02 G P G p

C_% 019 02 015 01 032 1 16,81 0,002 8,807 0,066

j90S F1 F2 F3 F4 F5 %o

M1 8 2 17 17 5 02

M2 2 3 s 12 4 01l

M3 11 4 16 20 21 029 Males Femelles

M4 7 11 14 4 0I5

M5 10 5 15 24 6 025 G p G P
D_% 013 009 026 04 016 1 7,401 0,116 14,709 0,005
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ableau 6-7- Hétcrogendité entre familles et héi¢rogénéité duc aux interactions catre males et
femelles (male x femetle) pour chaque point d'échantilionnage.

Familles Interaction mxi

Daie  Croisemend Gy P G, P
o M 44.86 0.01 16,10 0.45
16 S 16,44 087 16,10 045
Ji8 S 32,52 0,12 843 0,94
190 S 31,85 0,13 0.80 098
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figure 6-2: Contributions (en fréquences) des males (M1 a MS) a j6 dans les deux types de
crotsements, séparc ¢l mélange.
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ligure 6-3: Contributions (en fréquences) des femelles (F1 a F5) a j6 dans les deux types de
croisements, séparé et melange.
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tableau 6-8: Contributions des femelles a jo sur les croisements S et M.

JOSHM  FI K2 I3 K4 Fs
M 39 33 36 24 97

S 56 6l 33 38 84
S+M 95 4 69 62 181
YoM 016 021 014 010 039
%S 021 022 012 014 031
Yo 0108 022 013 012 035
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figure 6-4: Contributions (en fréquences) des mailes (M1 a MS5) pour les croisements séparés a jo,
18 et j90.

Les croisemenis M et S ont été regroupés et I'hétérogénéité des contributions des femelles
analysée a nouveau a j6: I'hétérogénéité entre femelles est encore trés significative (G = 19,7, P =

0,0006; tableau 6-8).

3.2.4. Evolution dans le temps de la structure généiigue de la population

Les changements dans le temps des contributions parentales, c'est-a-dire des fiéquences de
chaque famille dans la population, sont illustrés aux figure 6-4 etfigure 6-5, représentant les
coniributions parentales marginales dans les croisements S aux stades jo, j18 (avant métamorphose)
et j90 (juvéniles de 3 mois). Les descendants du croisements mélangé aux stades j18 et j90 sont en
cours d'analyse. Entre les stades j6 et j18, il existe une différence significative de coniributions des
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males (G = 11,94; P = 0,018), mais pas des femelles (G = 0,90; P = 0,925). Entre les stades j18 et
j90, ces contributions sont significativement différentes pour les males (G = 14,03; P = 0,007) et

pour les femelles (G = 29,06; P = 7,596.10°°).

3.2.5. Comparaison entre compétition spermatique et survie des descendants des

males

La comparaison du tableau des contributions parentales du croisement M, a j6 (tableau 6-
6A), avec le tableau des contributions parentales des croisements S a j18 (tableau 6-6C) permet de
tester la corrélation entre l'efficacité du male en situation de compétition spermatique et la survie
larvaire des descendants, de ce méme male. Ces deux tableaux sont significativement différents (G
=33,69; P = 8,626.1077), montrant qu'il n'y a pas de corrélation entre contribution et survie chez les

males.

3.2.6. Croissance

Aucun des croisements, a aucun des stades analysés, ne présente de différence significative
de taille (ou de poids) entre les 25 familles (figure 6-6, tableau 6-9), ni entre les descendants des 5
males (figure 6-7A, tableau 6-10) ou des 5 femelles (figure 6-7B, tableau 6-11). Cependant, des
différences significatives de taille sont observées entre les réplicats des croisements mélanges (1, 2
et 3) et séparés (4, 5 et 6) a j6 (tableau 6-12, tableau 6-13 et tableau 6-14), et entre les différents lots
a )6 et j18 (tableau 6-15); de méme, une différence significative de poids existe entre les lots a j90

(tableau 6-15).

4. Discussion
4.1.  Des contributions parentales déséquilibrées

L'étude de deux types de croisement en présence et absence de compétition gamétique chez
Crassostrea gigas, a révélé des déséquilibres trés importants dans les participations des males et des
femelles. Néanmoins, aucune incompatibilité compléte entre les gameétes n'a pu étre observée, toutes
les familles ont participé a la formation de la génération suivante, méme en situation de compétition
gamétique. Les contributions sont significativement déséquilibrées uniquement pour le croisement
en situation de compétition gameétique. Dans tous les cas, I'hétérogénéité a I'intérieur des
croisements est due aux différences de contributions entre les 5 femelles d'une part et entre les 5
males d'autre part; les interactions entre les males et femelles, qui résulteraient de fécondations
préférentielles, ne sont pas source d'hétérogénéité. Les effectifs dans chacune des familles étant

souvent faibles, I'hétérogénéité due a l'interaction entre males et femelles est difficile a estimer
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précisément. Des différences dans I'état de maturation des femelles d'une part et des différences
dans la qualit¢ du sperme (motilité en particulier) des males d'autre part, peuvent expliquer de tels
déséquilibres dans les contributions des miles et des femelles 6 jours apres [¢condation. Au chapiire
[, des elfets appelés "individu male” et "individu femelle” significatils avaient €ié observés sur les
taux d'éclosions calculés 3 heures apreés fécondation. Ces deux types de résuliats sont concordants et
montrent que ces déséquilibres seraient en partic dus a des processus trés précoces. De tels résulials
sont en accord avee "étude de Li et Hedgecock (1998) sur des populations naturelles de la méme

espece et montrant que le sucees de reproduction est un caractére fortement variable.

OJo
0,35 - @8
190

Fréquence
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0,1 -
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figure 6-5: Contributions (en fréquences) des femelles (F1 a F5) pour les croisements sépaiés a jo,
J18 et j90.
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tableau 6-9: Test d'hétérogénéité de longueur (a j6 et j18) ou de poids (a j90) entre les familles a
chaque stade.

Source de variation ddl Somme des Carrés Carré moyens F P

Modele 23 759 33,01 0,44 0,99
oM Erreur 225 17063 75,83

Totale 248 17822

Modé¢le 24 1305 54,37 0,82 0,704
j6 S Erreur 247 16291 65,96

Totale 271 17596

Modele 24 39874 1661,42 0,92 0,581
j18 S Erreur 374 678517 181422

Totale 398 718391

Modele 24 2,39 0,1 0,84 0,677
j90 S Erreur 219 25,87 0,12

Totale 243 28,27

tableau 6-10: Effet du male (M1 a M5) sur la longueur ou le poids total des descendants aux stades
larvaires j6 et j18 et naissain j90.

Source de variation ddl Somme des Carrés Carré moyens F P

Modele -+ 80 20,1 0,28 0,893
j6 M Erreur 244 17742 72,71

Totale 248 17822

Modele 4 75 18,85 0,29 0,886
j6 S Erreur 267 17521 65,62

Totale 271 17596

Mode¢le R 5038 1259,61 0,7 0,595
j18 S Erreur 394 713353 1810,54

Totale 398 718391

Modele 4 0,47 0,12 1,02 0,397
j90 S Erreur 239 27,79 0,12

Totale 243 28.27

tableau 6-11: Effet de la femelle (F1 a F5) sur la longueur ou le poids total des descendants aux
stades larvaires j6 et j18 et naissain j90.

Source de variation ddl Somme des Carrés Carré moyens F P

Modele 4 46 11,38 0,16 0,96
j6M Erreur 244 17777 75,86

Totale 248 17822

Modeéle 4 41 10,25 0,16 0,96
jo S Erreur 267 17555 65,75

Totale 271 17596

Modele 4 11087 2771,82 1,54 0,189
j18 S Erreur 394 707305 1795,19

Totale 398 718391

Modeéle 4 0,47 0,12 1.02 0,397
j90 S Erreur 239 27,79 0,12

Totale 243 28,27
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tableau 6-11: Effet de la femelle (F1 a FS5) sur la longueur ou le poids total des descendants aux
stades larvaires j6 et j18 et naissain j90.

Source de variation ddl Somme des Carrés Carré moyens F P

Modele 4 46 11,38 0,16 0,96
oM Erreur 244 1137% 75,86

Totale 248 17822

Modele 4 41 10,25 0,16 0,96
j6sS Erreur 267 17555 65,75

Totale 271 17596

Modele 4 [T087 2771,82 1,54 0,189
j18 8 Erreur 394 707305 1795,19

Totale 398 718391

Modele 4 047 0,12 1,020,397
j90 S Erreur 239 27,79 0,12

Totale 243 28,27

tableau 6-12: Tailles (en um) et poids (en g) moyens des individus a chaque point d'échantillonnage.
Mélangé Séparé
j6 (um) 106,5+ 0,49 100,65+ 0,54
j18 (pm) 268,69 + 2,13
§90 (2) 0,77 + 0,29

tableau 6-13: Tailles moyennes + se des individus dans chacun des lots a j6 et j18.

Lots
1 2 3 4 5 6
130, NEEDR 19£0,
j18 (um) 274,82 +3,67 261,15+3,64 267,21 £3,60
j90 (g) 0,82+£0,04 0,70+0,03 0,78 £ 0,04

tableau 6-14: Résultats de 1'analyse de variance testant l'effet du type de croisement (S ou M) sur la
taille des descendants a j6.

Source de variation ddl Somme des carrés Carré moyen F P
Modele | 4469 4468,560 67,53 0,0001
Erreur 515 34079 66,17
Totale 520 39887
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tableau 6-15: Test d'hétérogénéité de longueur (a j6 et j18) ou de poids (a j90) entre les lots a
chaque stade.

Stade Source de variation ddl Somme des carrés Carré moyen F P

Modéle 5 5808 1161,56 17,55 0,0001
j6 Erreur 515 34079 66,17

Totale 520 39887

Modéle 2 11908 5953,9 3,34 0,037
j18 Erreur 396 706484 1784,05

Totale 398 718391

Modéle 2 0,72 0,36 3,16 0,044
190 Erreur 241 27,54 0,11

Totale 243 28,27

4.2.  Compétition spermatique

Cette expérience démontre la présence de compétition spermatique chez Crassostrea gigas
dans les conditions d'un croisement controlé en écloserie, mise en évidence au stade larvaire, 6 jours
aprés fécondation. Cependant, il n'y a pas de compétition ovocytaire. Ce résultat est explicable
aisément lorsque I'on considére les ovocytes immobiles et les spermatozoides dont la bonne motilité
conditionne une fécondation correcte. Dans les croisements séparés, avec 150 spermatozoides par
ovocyte, il est trés probable que la fécondation réussisse avec une bonne efficacité. En condition de
compétition gamétique, les spermatozoides les plus motiles "saturent” les ovocytes présents et les
mécanismes de blocage de la polyspermie empéchent les spermatozoides les moins performants de
contribuer a la génération suivante. En fait, il n'existe pas de preuves du blocage de la polyspermie
chez les mollusques au sens strict (Raven, 1966); parfois, plusieurs spermatozoides peuvent entrer
dans l'ovocyte, mais un seul se développe en pronucleus (Crabb, 1927; De Laramberg, 1939;
Bretschneider, 1948; Horstmann, 1955) avec disparition des noyaux méles surnuméraires. Ce
résultat montre donc I'existence d'une compétition gamétique et plus précisément d'une compétition
spermatique, et peut expliquer I'effet "individu méle" mis en évidence sur le taux de développement

au Chapitre 1.
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350 | |—j6 1,4

300

ol TN ;\’W

150 0.6

Poids total moyen du naissain j90 (g)

0.4

Longueur moyenne larves j6 et j18 (um)

50 0,2

Famille

figure 6-6: Longueur et poids total moyen des descendants par famille. La famille n'affecte pas
significativement la taille des descendants.

4.3.  Evolution durant la phase larvaire

Au cours de la phase larvaire, les contributions parentales des males changent entre j6 et j18
et deviennent significativement différentes. Ce résultat ne peut s'expliquer que par une mortalité
différentielle précoce des larves. Cependant, les males ayant été favorisés par la compétition
spermatique ne sont pas ceux dont les larves ont la meilleure survie: en particulier, le male M4,
possédant de nombreux descendants a j6, voit la survie de ceux-ci pendant la phase larvaire
inférieure a celle des descendants du méle M1, dont la contribution a j6 était pourtant assez faible.

Les contributions des femelles sont déséquilibrées, mais ne varient pas durant la phase
larvaire entre j6 et j18. Ainsi l'effet maternel de départ, matérialisé par des déséquilibres forts entre
les femelles a j6, n'est pas perturbé par des mortalités différentielles entre j6 et j18 dans les

conditions de notre expérience.

4.4.  Evolution aprés métamorphose

Si la survie des larves varie selon leur pére, cette variation est encore accentuée chez les
juvéniles de 3 mois (j90). Les males qui contribuent le plus a ce stade ne sont pas les mémes qu'en
fin de phase larvaire. Le male M3, en particulier, voit le nombre de ses descendants survivants

devenir supérieur a ceux des autres, alors qu'ils étaient relativement peu nombreux en phase
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larvaire; dans le méme temps, le nombre de descendants survivants du male M1 diminue fortement.
Un phénoméne similaire se produit chez les femelles: la contribution des femelles F3 et F4
augmente nettement (jusqu'a doubler pour la femelle F4), tandis que celle de la femelle F5 chute.

Pour expliquer ces changements, deux hypothéses non exclusives peuvent étre proposées:
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figure 6-7: Longueur et poids total moyen des descendants par male (A) et par femelle (B). Aucun
parent affecte significativement la taille des descendants.
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= entre les deux prélévements j18 et j90, la métamorphose des larves a eu lieu. Celle-ci
correspond a une étape critique du développement (voir chapitre 1) mettant en jeu d'importantes
modifications physiologiques. Les individus aprés métamorphose, par l'expression de génes
différents de ceux impliqués dans la vie larvaire, peuvent répondre différemment a une pression
de sélection, par des taux de survie différents.

* d'importants taux de mortalité (jusqu'a 90% environ), dont la cause n'est pas déterminée, ont été
observés sur le naissain. Il est possible que la réponse des juvéniles ait une base génétique et

entraine des différences entre les contributions, indépendamment des événements larvaires.

4.5 Croissance

Jusqu'a 3 mois, la croissance dans les différentes familles est la méme, comme en attestent
les différences de poids ou de longueur non significatives observées. Ce résultat montre que la
survie a j90 est indépendante de la croissance. 1l semble qu'a des stades un peu plus tardifs, (chapitre
2), la croissance et la mortalité soient liées.

Les différences de tailles et de poids observées entre les lots, particuliérement significatives
a j6. sont probablement dues a des différences de densité dans les bacs d'élevage larvaire: le lot 3,
qui présente la taille moyenne la plus élevée a j6, est aussi celui dont la densité est la plus faible (87
000 et 150 000 larves par bac respectivement pour le lot 3 et les autres lots). Les densités peuvent
varier rapidement d'un jour a l'autre, en raison des mortalités importantes qui peuvent survenir au
stade larvaire. Ces différences s'estompent avec le temps, ce qui peut s'expliquer par une vitesse de
croissance plus élevée des larves de petite taille, rattrapant les larves les plus grosses (compensation
pour la croissance larvaire). Un tel mécanisme de compensation pour la croissance existe chez les
larves et a été mis en évidence et étudié a maintes reprises chez différentes espéces (Loosanoff et
al., 1951; Scheltema, 1962; Bayne, 1965; Walne, 1965; Helm et Millican, 1977; Perron, 1980;
Pechenik, 1980). Cette observation peut également s'expliquer par l'existence de taux de mortalité
différentiels associés a une interaction entre croissance et mortalité. Ce dernier point est également
mis en évidence au stade adulte (chapitre 2).

A J6, on observe également une différence de taille trés significative entre les croisements
mélangés et séparés. Cette différence repose sans doute en partie sur les différences existant entre
les réplicats, mais cela ne suffit pas a expliquer le haut niveau de significativité (P < 0,0001). Les
larves provenant du croisement mélangé sont les plus grandes a ce stade, ce qui pourrait provenir

d'une €limination dans ce croisement des individus les moins "aptes" (plus petits dés le départ, ou a
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croissance plus faible) des le stade zygotique.

Sur les 10 parents utilisés, tous ont contribué a la formation de la génération suivante, et
aucune fécondation préférentielle n'a été mise a jour. Toutefois, malgré le soin pris pour équilibrer
les apports gamétiques des madles et des femelles au moment de la fécondation, les contributions
parentales ne sont pas équilibrées, et cela des le stade de la fécondation ou du zygote lorsque la
compétition entre les parents existe, ce qui est effectivement le cas en milieu naturel et dans les
pontes en masse en écloserie. La qualité des gameétes, qui peut étre différente selon les parents au
moment ou les croisements sont réalisés, peut expliquer ce phénomene (Lannan, 1980a, 1980b,
1980c et 1980d). Cela peut provenir d'une maturation plus ou moins avancée des parents, certains
étant préts a pondre avant d'autres malgré un conditionnement en commun, ou d'autres facteurs
induits par l'environnement. Cette différence constitue I'effet maternel (et éventuellement paternel).

D'autre part, ces contributions varient au cours du temps, avec notamment un changement
crucial entre le phase larvaire et la phase juvénile (Lannan, 1980a).

Pendant la phase larvaire, l'influence des génotypes paternels et maternels différe. Pour les
males, c'est d'abord la compétition spermatique qui détermine leurs contributions, puis une survie
différentielle de leurs descendants. Les contributions des femelles dérivent de l'effet maternel
intervenant des le stade zygotique, jusqu'a la métamorphose. Les taux de survie ont été estimés
approximativement tout au long de 1'élevage: 30 % des ovocytes atteignent aprés fécondation le
stade larve D, 3 % le stade de larve pédivéligere et seulement 0,1 % le stade naissain agé de 2 mois.

Finalement, certains individus participent plus que d'autres a la formation d'une nouvelle
génération de juvéniles, puis d'adultes: un suivi dans le temps des descendants obtenus permettra de
déterminer si les individus ayant les contributions parentales les plus importantes chez les juvéniles
restent les mémes jusqu'a ce que leurs descendants soient adultes, ou si de nouvelles modifications
apparaissent. Pour les élevages, il est de toute fagon plus intéressant de choisir comme
reproducteurs ceux dont les descendants adultes sont les plus représentés, tout en prenant garde a ne
pas engendrer de consanguinité qui ferait ressortir le fardeau génétique de 'espéce (Sheridan, 1997).
Reste a vérifier que I'expérience est renouvelable et que, sous certaines conditions d'élevage, ce sont
toujours les mémes reproducteurs qui ont les contributions parentales les plus €levées: les trois
réplicats pour chaque type de croisements ne constituent que des pseudo-réplicats, la division
n'ayant ¢té faite que trois heures aprés fécondation. L'analyse d'individus provenant du croisement
mélangé a j18, puis aprés métamorphose, devrait permettre de confirmer les résultats obtenus.
L'augmentation du nombre d'individus génotypés par croisement rendrait également les tests

statistiques plus robustes.
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Les déficits en hétérozygotes observés dans les populations de Crassostrea gigas peuvent
provenir d'un recouvrement, au sein d'une méme population apparente, de deux groupes d'individus
ayant subi une sélection dans des conditions environnementales différentes, par recouvrement des
générations ou recouvrement spatial: effet Whalund (Whalund, 1928). Auquel cas deux pools
génétiques différents peuvent avoir été sélectionnés. Ce dernier cas est considéré comme
partiellement responsable des déficits en hétérozygotes chez d'autres bivalves (Roughgarden et al.,
1988: David ef al., 1997; Borsa et al., 1991).

Certains géniteurs montrent des distorsions de ségrégation significatives. Cependant ces
distorsions ne varient pas entre j6 et j18 mais entre j6-j18 et j90 pour un individu (Femelle F4). Ces
résultats montrent que la distorsion de ségrégation apparait tres tot pour la plupart des géniteurs et
se maintient dans le temps sauf pour la femelle F4 ou I'écart entre la représentation des 2 alléles se
creuse, par le biais de mortalité différentielle. L'allele 24 est sous représenté a j90 par rapport a j6-
j18, montrant que le taux de mortalité est associé positivement a cet allele. Les différences entre les
parents au niveau de la mortalit¢ de la descendance pourraient expliquer les taux de survie
différentiels mis en évidence au chapitre 2.

Aucune corrélation n'a été trouvée entre survie et croissance au sein d'une famille, ce qui
n'exclue pas qu'elle apparaisse plus tard dans le développement. L'analyse des parents sur plusieurs
locus microsatellites pourrait permettre d'estimer les taux d'hétérozygotie moyens de chaque famille,
et de rechercher une éventuelle relation entre ces taux et la survie.

Des études sur la contribution de chaque parent a la formation de la génération suivante,
peuvent permettre d'identifier les facteurs influant sur ces contributions. L'utilisation de marqueurs
génomiques garantit de surcroit la répétabilité des expériences. C'est la premiére fois qu'une telle
¢tude de recherche de parenté, avec attribution de tous les descendants analysés a une famille
biparentale et suivi de la population au cours du temps, est menée chez des mollusques. Elle devrait
permettre d'approfondir nos connaissances sur les événements du cycle de vie de I'huitre creuse qui
influent sur la structure génétique d'une population, suivant son environnement et l'dge des
individus qui la composent. Par la suite, dans des conditions d'élevage données, on devrait pouvoir
sélectionner rapidement les reproducteurs qui engendreront les individus les plus performants, tant

au niveau de la survie que de la croissance.
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Bilan - Synthese

I Existence de compétition spermatique dans un croisement controlé a

10 parents chez Crassostrea gigas.

= Effet "femelle" et effet "male" trés forts sur le nombre de descendants

observés au stade larvaire 6 jours apres fécondation.

I Le taux de survie de la descendance dépend du parent.
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BILAN

L'ensemble des résultats présentés ici constitue une avancée dans les connaissances sur
I'huitre creuse Crassostrea gigas, cultivée depuis plus d'un siecle mais dont beaucoup
d'aspects de la croissance étaient finalement méconnus. Les données sur le déterminisme de la
croissance chez les mollusques sont rares par rapport a la quantité de données existantes chez
les vertébrés et en particulier chez les mammiféres. Avant I'étude des facteurs intrinseques
impliqués dans la croissance (controle endocrinien, mécanismes de genese des tissus ... etc.)
il était indispensable de comprendre et d'étudier la croissance a I'échelle de l'individu et de la
population.

Le premier niveau d'étude, exposé dans la partie II, concerne I'analyse de la croissance
d'une population obtenue en écloserie et de l'effet des conditions environnementales (densités
différentes, en écloserie ou en milieu naturel). Un résultat important a la fois au niveau
fondamental qu'au niveau appliqué est que les performances de croissance aux stades larvaires
et jeune naissain expliquent une part importante de la variabilité aux stades plus avancés
(juvénile et adulte). Ce résultat montre que la croissance précoce chez Crassostrea gigas est
d'une part fortement déterminée génétiquement comme cela a été mis en évidence dans la
littérature au stade adulte (héritabilités fortes), et d'autre part probablement liée a des
mécanismes internes. On observe ce type de résultat en condition contrélée (chapitre 1 et 2 et
expérience de Bouin du chapitre 3 a niveau de densité constant). Néanmoins, lorsque les
conditions environnementales sont modifiées, comme par exemple la densité, l'effet sur la
croissance est fort.

La physiologie mesure I'énergie acquise par la consommation de nourriture et dépensée
par consommation d'oxygéne. Les observations de croissance de la partie Il peuvent étre
expliquées par la part d'énergie absorbée par rapport a I'énergie dépensée. La quantité
d'énergie absorbée explique mieux les variations de croissance que la quantité d'énergie
dépensée. En effet, la croissance est étroitement liée a la quantité de nourriture disponible qui
est directement liée a la densité d'élevage (chapitre 3). Cependant, la croissance d'individus de
méme age et de méme origine génétique est trés variable, méme lorsque les conditions
environnementales sont identiques pour tous. Le mode alimentaire de I'huitre creuse (filtreur)
et le mode de vie (benthique fixé) expliquent en grande partie la forte corrélation entre les
performances de croissance et les conditions trophiques environnementales. Des micro-

variations de ces derniéres ainsi que des phénomenes plus complexes d'interactions trophiques
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et spatiales entre les individus peuvent contribuer a la forte variabilité de croissance. Des
mécanismes de régulation de la prise de nourriture existent mais agissent a partir d'une
quantité de nourriture seuil en dessous duquel la consommation augmente avec la quantité de
nourriture. La mise en place d'une nouvelle technique de mesure des bilans énergétiques a
permis de montrer que les individus les plus performants absorbent plus mais dépensent
¢galement moins d'énergie que les individus les moins performants. L'analyse des relations
allométriques de la consommation d'oxygéne montre qu'une population d'écloserie se
comporte différemment d'une population naturelle.

Dans une population issue d'un croisement contrdlé, les participations des parents sont
tres déséquilibrées malgré toutes les précautions prises pour assurer des quantités de gamétes
égales a la fécondation. Aucune conséquence sur la croissance a 2 mois n'a pu étre mise en
évidence: chaque famille ayant des performances de croissance strictement identiques. Une
étude de croissance sur une période de temps plus longue est actuellement en cours. Les
parents participant plus a la génération suivante ne montrent aucun avantage de croissance par
rapport aux autres.

Par ailleurs, ces résultats démontrent l'existence de phénoménes de compétitions
spermatiques et de mortalités différentielles. Les criteres de sélection de "bons" géniteurs sont
remis en cause. En effet, un individu peut contribuer fortement & la génération suivante au
stade jeune puis perdre cet avantage a cause d'une mortalité plus forte. Les géniteurs réputés
moins bons au départ (produisant peu de larves) peuvent s'avérer plus tard étre de bons
géniteurs car leurs descendants ont une meilleure survie.

A deux reprises, une relation étroite entre parenté et mortalité a été mise en évidence
directement au chapitre 6 ou les descendants ont des taux de survie qui différent selon les
parents et au chapitre 2 ou le taux de survie dépend du type de croisement intra-population.
Parallélement, une relation entre croissance et mortalité a été révélée (voir diagramme ci-
dessous).

Les performances physiologiques sont stables dans le temps mais la variabilité inter-
individuelle trés forte tend & masquer cette tendance. Les différences entre les individus sont
d'ordre physiologique (absorption, consommation d'oxygéne) et d'ordre comportemental
(activité: FTA et RTA).

Le diagramme ci-dessous replace l'ensemble des résultats dans le cycle de vie de
I'animal et par théme d'étude. Les résultats concernant la croissance sont représentés en vert, la

physiologie en rouge et la génétique en bleu. Les questions posées au départ concernant les
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premiers stades de la vie de l'huitre trouvent maintenant des ¢léments de réponse. La
croissance larvaire est corrélée positivement a la croissance post larvaire en écloserie. Les
performances de croissance aux stades juvénile et adulte sont remarquablement stables dans le
temps. Une importante conséquence concerne la conservation du classement des individus:
I'animal le plus performant pour la croissance de I'année n le sera toujours a l'année n + /. Si
celte conservation est remarquable en écloserie, elle est moins nette dans le milieu naturel. Les
fonctions physiologiques sont également stables dans le temps mais le comportement des
individus différe. Certains ont des paramétres physiologiques qui varient dans le temps,
d'autres restent assez stables. L'activité des individus est une donnée trés importante a prendre
en compte dans les bilans énergétiques. La mise au point de dispositifs de mesures en continu

permet la mesure du RTA et FTA et renseigne sur le comportement des animaux.

Stade larvaire Stade jeune naissain Stade juvénile Stade adulte

]

Ecloserie, milicu ad libitum

—
e

Milieu naturel

Ecloserie, milieu ad libitum

%‘ 1:'|||7\” !

d “éclosion

Ind@idu
myle
fenfelle

Contribution parentales

Ecloserie, milieu ad libitum

Métam@irphose Compétitionfkpermatique -

Schéma synthétique montrant les différentes corrélations mise en évidence entre croissance
(cyan), génétique (bleu) et physiologie (rouge) chez Crassostrea gigas.
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PERSPECTIVES

Les applications qui découlent de ces résultats sont de plusieurs ordres. Le choix des
géniteurs pour une production en écloserie commerciale doit se faire de maniére plus
compléte que par un simple examen microscopique de la qualité des gametes femelles. La
survie larvaire et post-larvaire sont des caractéristiques variables selon les géniteurs pouvant
étre plus importantes que la quantité de zygotes obtenus par géniteur.

Les techniques d'écloserie telles qu'elles sont pratiquées actuellement seraient valides
pour les programmes d'amélioration génétique: la sélection massale peut étre faite au stade
précoce larvaire ou naissain de maniere facile (simple tamisage) et avec des intensités fortes
étant donné les effectifs importants a ces stades et la forte variabilité pour la croissance mise
en évidence précocement (chapitre 1). La croissance est trés stable en milieu contrélé, et par
conséquent, les pratiques consistant en I'élimination des individus a faible croissance se
justifient. En effet, aucun mécanisme de compensation pour la croissance n'a pu étre mis en
¢vidence au stade juvénile et adulte chez Crassostrea gigas et donc les individus peu
performants le resteront jusqu'au stade adulte. Ces questions de stabilité dans le temps des
performances de croissance ont été trés souvent débattues dans la littérature scientifique et en
particulier du point de vue de I'application dans les programmes d'amélioration génétique. Il
reste a valider ces résultats dans les conditions de production et étudier les performances des
individus dans le milieu naturel.

Enfin, si la vitesse de croissance est un critére fiable comme base de sélection dans un
programme d'amélioration génétique, les parameétres physiologiques peuvent également étre
considérés. Dans un contexte de surexploitation des ressources comme c'est le cas dans le
bassin de Marenne-Oléron, la sélection sur 'indice AOR/OCR devrait aboutir a des individus
tirant un meilleur parti des faibles ressources trophiques disponibles. En effet, cet indice ne
dépend pas seulement de la quantité d'énergie absorbée mais surtout de la part d'énergie
dépensée par rapport a I'énergie absorbée. Ainsi, un individu avec un indice élevé aura un
impact sur le milieu réduit et la croissance reste compatible avec la rentabilité d'une
exploitation ostréicole. L'amélioration du dispositif automatique de mesures des paramétres de
filtration et de consommation d'oxygeéne peut contribuer a faciliter la réalisation d'un tel

programme de sélection.
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50 um

photo 1: Embryons de Crassostrea gigas agés 3 heures en épifluorescence. dev = exemple
d'un embryon normalement développé.

photo 2 A. Exemple d'embryon développé B. Exemple d'ovocyte non fécondé, les tétes des
spermatozoides sont visibles.
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photo 4: Larve de Crassostrea gigas 7 jours apres la fécondation.
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Article Journal of Experimental Marine Biology & Ecology 219 (1998) : 205-216

Respiratory time activity of the Japanese oyster Crassostrea gigas (Thunberg)
S. Bougrier, B. Collet, P. Geairon, O. Geffard, M. Héral, J. M. Deslous-Paoli

CNRS-IFREMER, CREMA, 17 137 L’Houmeau, France
IFREMER, URGE, 17 390 La Tremblade, France
IFREMER, URAPC, 17 390 La Tremblade, France
IFREMER, DEL, 34 203 Séte, France

Accepted 25 June 1997

Abstract

A continuous monitoring system has been developed to measure the respiratory time activity
(RTA) of the oyster Crassostrea gigas (Thunberg). This activity was recorded over 24 h using
this technique, at constant temperatures of 15 and 21°C in the laboratory. At 21°C, respiratory
activity was measured before and after a period of starvation, during which spawning
occurred. In the field, RTA was measured during two successive tidal cycles of a day. The
respiratory time activity was defined as the percentage of time spent active by the oyster
relative to the total experimental time. Important individual variability was noticed,
percentage of time spent active ranged from 0 (RTA = 0%) to 100% (RTA = 100%). RTA
measured on the whole experimental population, taking into account active and non-active
oysters, varied from 52 to 86% under laboratory conditions and, according to the season, from
44 to 82% in the field. Considering only the active oysters (RTA>0%) which represented,
according to the different experiments, from 75 to 100% of the studied population, RTA
varied from 54 to 86% in the laboratory and from 59 to 94% in the field experiments. The
influence of RTA on growth predictions is discussed.

Keywords : Continuous monitoring system, Oygen uptake, Respiratory time activity, Oysters,
Crassostrea gigas
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Article Journal of Experimental Marine Biology & Ecology 226 (1998) : 279-291

Differentiation between populations of the Portuguese oyster, Crassostrea angulata
(Lamark) and the Pacific oyster, Crassostrea gigas (Thunberg), revealed by mtDNA
RFLP analysis

Pierre Boudry, Serge Heurtebise, Bertrand Collet, Florence Cornette, André Gérard

IFREMER, Laboratoire de Génétique, Aquaculture et Pathologie, 17 390 La Tremblade,
France

Accepted 25 October 1997

Abstract

Restriction fragment length polymorphisms of PCR-amplified mitochondrial DNA fragments
were used to examine genetic differentiation between populations of the Portuguese oyster
(Crassostrea angulata) and the Pacific oyster (Crassostrea gigas). The taxonomic status of C.
angulata and C. gigas has often been questioned since no morphological or genetic differences
had ever been observed between the two taxa. Samples identified as C. angulata, were
collected from 16 sites located in southern Portugal and Spain and samples identified as C.
gigas, from European and Asian sites. Of the six haplotypes observed, one was commonly
found among oysters identified as C. gigas while another one was most frequent among
oysters identified as C. angulata. Analysis of haplotype diversity among sites showed that
samples originating from southern Portugal and Spain cluster with the Taiwanese sample.
These results implicate Taiwan as the possible origin of European C. angulata populations.
The ability to differentiate between these two previously indistinguishable taxa allowed us to
identify a population in Portugal as mixed. These results open new perspectives for the study
of characters previously described as varying between C. gigas and C. angulata, such as
growth performance and disease susceptibility.

Keywords : Crassostrea angulata, Crassostrea gigas, PCR, mtDNA RFLP, Genetic
differentiation
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The use of microsatellite markers for parentage analysis in the Pacific cupped oyster,
Crassostrea gigas (Thunberg).

by
Boudry P.', Collet B.', Kotoulas G.z, Magoulas A.z, Hervouet V.l, Bonhomme F. 3, Gérard A.'

' IFREMER, BP133, 17390 La Tremblade, FRANCE
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Abstract: Highly polymorphic genetic markers can be useful tools for the analysis of parental
contributions. The present paper reports 3 experiments using microsatellite markers to analyse
parental contributions in controlled in vitro factorial crosses of the cupped oyster Crassostrea
gigas. Parentage analysis was eased by the large polymorphism observed at the 3 loci studied.
In a cross between 20 males and 20 females, a quarter of the progeny could be assigned to a
given parent using a single microsatellite locus showing 28 alleles. In 3 crosses between 5
males and females, all the progeny could be assigned to a family by using 3 loci. In all cases,
the combined genotyping at 2 loci allowed parentage to be determined unambiguously.
Despite the balanced gametic contribution of each parent before fertilisation, unbalanced
parental contributions are observed in the progeny, both at larval and juvenile stages.
Evidence of gametic and zygotic competition is given to explain the observed unbalanced
parental contributions.

Keywords: parental contributions, microsatellites, Crassostrea gigas.

Résumé: Les marqueurs génétiques trés polymorphes sont des outils trés utiles pour I’analyse
des contributions parentales. Notre étude présente 3 expériences utilisant les marqueurs
microsatellites pour l'analyse des contribution parentales dans des croisement contrdlés in
vitro chez l'huitre creuse Crassostrea gigas. L'analyse de parenté a été facilitée par le grand
polymorphisme observé aux 4 locus étudiés. Dans un croisement entre 20 males et 20
femelles, le pere ou la mére d'un quart des descendants ont pu étre déterminés en utilisant un
seul locus microsatellite présentant 28 alléles. Dans 3 croisements entre 5 méles et 5 femelles,
tous les descendants ont pu étre assignés a une famille en utilisant 3 locus. Dans tous les cas,
la combinaison des génotypes a 2 locus a permis l'identification des parents. Malgré des
contributions gamétiques équilibrées entre parents avant la fécondation, des contributions
parentales déséquilibrées sont observées dans les descendants, aux stades larvaires et
juvéniles. Nous démontrons des effets de compétition gamétique et zygotique ce qui permet
de comprendre les déséquilibres des contributions parentales observées.

Mots-clés: contributions parentales, microsatellites, Crassostrea gigas.
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Introduction

Very high fecundity is a characteristic of many aquacultural species. It is therefore
common practice for hatcheries to produce large amounts of offspring from a limited number
of parents. The genetic variability present in these offspring is of course directly related to the
number of parents used, but can be also reduced by unbalanced contributions of each parent,
leading to very small effective population sizes. The genetic consequences of such practices
are of concern, especially if some of these offspring are to be used as parents for the next
generation. Inbreeding is likely to occur, leading to a decrease in performance (Kincaid, 1976;
Bierne et al., 1998). Furthermore, a reduced genetic variability limits the possibilities of
genetic improvement by selective breeding.

Individual tagging is impossible at early stages of life, so genetic management of
stocks in aquaculture is commonly based on families, reared in separate structures. This
practice can lead to environmental heterogeneity among families however and therefore bias
genetic analyses. As replication is costly, alternative methods, based on DNA markers, have
been proposed as a tool for pedigree identification of mass-reared aquacultural populations
(Harris et al. 1991; Herbinger et al., 1996a; Garcia de Leon ef al. 1998) or for studies in the
wild (Ferguson et al, 1995; Kellog et al., 1995; Colbourne et al., 1996; Herbinger et al.,
1996b).

In the wild, the effective size of a population (N,) is almost always smaller than the
actual number of individuals due to many reasons including overlapping generations, non
random mating, unbalanced sex ratio and selection Hedgecock, 1994). One possible approach
for the study of some of these factors is the examination of parental contributions from one
generation to another, in wild or experimental populations.

In this paper, we report some results concerning the analysis of parental contribution
using microsatellite markers. The results of 3 different experiments are presented and some
possible causes of the observed unbalanced parental contributions are identified.

Material and Methods
Parental oysters

Individuals were sampled from the French Atlantic coast where Crassostrea gigas was
introduced in the early 1970s. For the first and the second experiment, mature oysters were
chosen at random and crossed (see below). For each parent a fragment of gill was preserved in
100% ethanol for further DNA analyses. For the third experiment, 100 oysters were first
analysed at 3 microsatellite loci (see below) and gill fragments were collected by biopsy.
After the conditioning period, 10 individuals (5 males and 5 females) were selected in such a
way that each chosen parent was heterozygote and carried alleles different from those of the
other parents. This enabled the unambiguous identification of the 20 alleles present in the
progeny in order to trace parentage, with no risk of null alleles.

Crosses

For each experiment, spermatozoids of each male were individually collected by stripping
the gonad. The sperm was diluted with 1 pum filtered sea water, its concentration was
estimated using Thoma slides coupled to an image processing system (Alcatel), and stored at
4 °C. Oocytes of each female were then collected using the same procedure and numbered
using Malassez slides. For each female, oocytes were distributed in each fertilisation beaker
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and fertilised separately by each male at a ratio of 100 spermatozoa per oocyte. Three
different type of crosses were performed by in vitro fertilisation:
- First experiment: 20 males crossed with 20 females with separate fertilisation (20 x 20 =
400 separate crosses mixed together after 3h),
- Second experiment: 3 sets of 5 males and 5 females (3 sets of 5 x 5 = 25 separate crosses
mixed together after 3h)
- Third experiment: 5 males and 5 females with two different types of crosses:
- 5 males x 5 females = 25 separate crosses mixed together after 3h,
- The gametes of the 5 males and the 5 females were first mixed within each gender
and then mixed together.
Early embryonic development was examined using nuclear DNA staining with an
epifluoresence microscope, as described in Gérard er al. (1994).

Larval rearing

Larvae were reared in GRP (Glass Reinforced Polyester) tanks filled with 1 pm
filtered sea water (temperature 23 °C, salinity 28-30 %o) and were fed Isochrysis galbana and
Extubocellulus criberiger. The total amount of algae provided was 60 cells/ul. This
concentration was in excess to avoid competition for food between larvae and therefore to
maximise phenotypic variability. Every 48 hours, the larvae were collected by sieving and a
sample was counted (Cell counter) and measured (Profile projector, Nikon). Density was
progressively reduced by discarding a part of the population without any selective sieving.

Settlement

In the first experiment, Successive sieving operations were performed in order to
separate "sieving groups". When the first pediveligera larvae appeared, the largest larvae (size
greater than 280 pm) were retained by sieving and left to settle. The remaining larval
population was kept in the larval rearing tanks. Successive sieving operations were performed
in the same way. Each time, the largest individuals were transferred to the settlement
raceways and the smaller individuals were returned to the larval rearing tanks. PVC boards
were used as collectors. After settlement, the collectors were maintained vertically in 800 1
tanks with Skeletonema costatum enriched sea water.

In the second and the third experiments, larvae were settled on cultch (Walne, 1974).

DNA extraction

Samples were preserved in 100 % ethanol. For large sized oysters, DNA extractions
were performed by Phenol/Chloroform method. For larvae, because of the small amounts of
tissue that were available, a Chelex-based extraction method was used (Bierne et al., 1998).

Microsatellite analysis

Four microsatellite loci were used to assess parentage. Three of these markers (Cgl08,
Cg49 and Cg44) are described by Magoulas et al. (in press). The forth one (Di10Cg) was
developed more recently in the Laboratoire Génome et Populations (UPR 9060 CNRS,
Université de Montpellier I, France). All have a dinucleotidic pattern.

Radioactive PCR amplifications were carried out in 15ul of a mixture containing 4pl
of DNA, 1.5ul of TAQ buffer 10X, 1.5ul of dNTPs, 0.21ul of R-primer, 1ul of F-primer
labelled with radioactive isotope, 1.8ul 1.2ul or 0.6ul of Mgcl, according to microsatellite
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marker, 0.05ul of TAQ and gsp H,O 15ul. Radioactive labelling was made with y33P and
carried out in a mixture of 1pl containing 0.23ul of F-primer, 0.1pl of kinase buffer 10X,
0.06pl of kinase, 0.1pul of y33P and 0.51pl of H,O. This mix was heated up to 37°C for 30
minutes and added to the PCR mix.

After a denaturing step of 2 min at 94°, samples were processed through 30 cycles
consisting of 1 min at 94°, 1 min at an optimal annealing temperature and 1 min 15 sec at 72°.
The last elongation step was lengthened to 5 min. Then, 8 pl of loading buffer (25 ml
formamide, 0.025g xylene cyanol, 0.025g bromophenol blue and 1 ml EDTA 0.5M) was
added to each PCR product. The mixture was heated for 5 min at 94° and aliquots of 3.6 ul
were electrophoresed on 8% denaturating polyacrylamide gels. Gels were run for 2-5 hours at
50W (voltage and intensity were set up non-restrictive conditions, 1900 V and 150 mA
respectively), dried and exposed to film for 6-48 hr.

Results

First Experiment

In the first experiment, polymorphic microsatellite loci were used in order to identify
parentage in the progeny of a factorial cross between 20 males and 20 females. The 400 bi-
parental crosses were mixed together 3 hours after fertilisation. The first pediveligera and
larvae larger than 280 um appeared 17 days after fertilisation. The sieving operations were
performed 17, 20, 23 and 26 days after fertilisation and led to the separation of 4 sieving
groups, numbered 1, 2, 3 and 4 respectively.

Sampling was performed 45 days after fertilisation. The 40 parents and 197 spat were
analysed using one locus (cg44). 28 alleles were observed among the 40 parents. Male and
female parents were determined for 54 and 62 offspring respectively (Table 1) and 19 spat
were unambiguously assigned to a single bi-parental family.

Table 1: Number of offspring unambiguously assigned to a single male or a single female
parent in each sieving group of the "20 x 20" cross.

Males Sieving group Females Sieving group
(genotype) 1 2 3 4 Total (genotype) 1 2 3 4 Total
Blm (16/16) 2 2 B1f (25/43)
B2m (29/29) B2f (2/47)
B3m (37/37) B3f (2/46)
B4m (30/34) B4f (24/42) 301 3 7
B5m (30/30) B5f(32/34) 3 5 14 6 28
J1m (40/40) 1 1 4 6 J1f (30/38) 4 6 3 7 20
J2m (32/36) 1 2 3 121 (29/47)
J3m (26/26) 1 2 2 5 J3£(19/19)
J4m (2/24) 3 2 3 6 14 J4f (40/37) 1 1 3 5
J5m (48/48) 2 2 4 J5f(39/39)
M1m (28/28) 2 1 3 MIf (24/24)
M2m (29/29 M2f (46/46)
M3m (19/32) M3f(14/39) 2 2
M4m (21/21) Ma4f (34/34)
M5m (34/41) MS5f (35/35)
Vim (17/20) 1 1 2 4 V1f(29/29)
V2m (32/39) V2£(20/20)
V3m (14/14) 2 2 V3£ (20/20)
V4m (34/37) V4f (33/33)
V5m (34/46) 4 5 1 1 11 V5f(33/33)
Total 11 12 11 20 54 Total 10 13 18 21 62
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Second experiment

In the second experiment, polymorphic microsatellite loci were used in order to
identify parentage in 3 samples of 50 10-month old individuals, obtained by 3 "5 x 5" factorial
crosses (A, B and C). The offspring of each bi-parental cross were mixed together after
fertilisation, so the trace of parentage was lost. For the parentage identification, we utilised
three loci , Cgl108, Cg49 and Dil0Cg, showing 32, 25 and 25 alleles respectively in the 30
parents. The results of the parentage analyses are summarised in Table 2.

In cross A, the parents were identified for 50/50 individuals. One animal out of the
fifty analysed was proven not to be an offspring of any of the A cross, but an offspring of a
family from the B cross. We classed this animal as a “contaminant”. In this sample, a high
frequency of a “null allele” for locus Di10Cg was observed in the progeny of a single female
(A9), heterozygous at this locus. The assignment of these offspring to this mother was
verified by the analysis based on the two other loci (Cgl08 and Cg49). After parentage
identification on the basis of these two loci had been done, we observed that the female J4 had
produced 17 of the offspring in our sample.

In cross B, the parentage of all but one individual (49/50) has been unambiguously
determined. One of these 49 animals with unambiguous parentage determination is a
contaminant produced by the A cross.

In cross C, Parents have been identified for 47/50 individuals. No contaminants were
found. For the three other specimens, the mother has been identified, but the father could be
either of two possible males. These three animals were only typed for two loci.

Table 2: Number of offspring per family in the 3 "5 x 5" crosses and %’ heterogeneity
tests.

CROSS A Males Total Heterogeneity test between
Females Al A2 A3 A4 A5 males females
A6 1 2 3 2 3 11

A7 1 2 3 6 8 20

A8 0 0 0 0 0 0 NS i
A9 4 3 4 1 5 17

Al0 0 0 0 0 1 |

Total 6 7 10 9 17 49

CROSS B Males Total Heterogeneity test between
Females Bl B2 B3 B4 BS males females
B6 1 6 0 0 0 7

B7 0 1 2 0 0 3

B8 0 1 0 0 0 1 Ll d L
B9 1 6 1 1 1 10

B10 5 17 0 4 1 27

Total 7 31 3 5 2 48

CROSS C Males Total Heterogeneity test between
Females Cl cC2 C3 C4 G5 males females
C6 0 0 2 0 1 3

C7 0 2 12 0 2 16

Cc8 0 0 3 0 0 3 *Ak **

c9 1 0 11 0 2 14

Ccl0 2 1 7 0 1 11

Total 3 3 35 0 6 47

**%. P <0.001, ** : P<0.01, NS: not significant
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The observed numbers of offspring per parent (male or female) are significantly
different between parents in the 3 crosses (except among males in the cross A).

We compared the early embryonic development, recorded 3 hours after fertilization, and
the parental contributions in the spat using the Spearman’s rank correlation coefficient
method. None of the coefficients are significant but the coefficients are rather high for
females in the cross A.

Table 3: Comparison between early embryonic development and parental contributions
in the 3 "5 x 5" crosses.

Cross Males Females
Early embryonic Parental Early embryonic Parental
development contribution development contribution
(Vo) (%) (%) (%)
A 77,2 12.2 79,6 06.1
74,8 14.3 97,4 16.3
75,8 20.4 26,6 00.0
80,8 18.4 97,0 10.2
80,6 34.7 88,6 02.0
Spearman’s rank r;=0.3 r, =09
correlation coefficient (p=0.54) (p=0.07)
B 87,8 14 .6 70,4 14.6
88,0 64.6 86,8 06.3
87,4 06.3 75,6 02.1
64,4 10.4 83,4 20.8
84,8 04.2 96,2 56.3
Spearman’s rank r;=0.7 r; =0.5
correlation coefficient (p=0.16) (p=0.31)
C 94,8 06.4 84,4 06.4
75,8 06.4 96,0 34.0
91,0 74.5 96,2 06.4
89,2 00.0 74,2 29.8
75,4 12.8 75,4 234
Spearman’s rank r;=-0.05 rg=-0.31
correlation coefficient (p=0.84) (p=0.68)
Third experiment

In the third experiment, microsatellite analysis of 6-day and 18-day old larvae was
performed on a single locus (Di10Cg). Parentage analysis was made easier as the 10 parental
oysters involved were initially chosen to carry different alleles and to be heterozygote (i.e. 20
alleles segregating in the progeny).

Gametic competition during in vitro fertilisation was assessed by comparing two crosses :
- Cross D: 5 males x 5 females = 25 separate crosses mixed together after 3h,

- Cross D’: gametes of the 5 males and the 5 females were first mixed within each gender
and then mixed together.

The male contributions were found to be significantly different between the two
crosses (p=0.026) but the female contributions were not (p=0.51).

Change of parental contributions over time during the larval stage was assessed by
comparing larvae sampled 6 and 18 days after fertilisation in cross D. Male contributions are
significantly different between these two samples (p=0.012) but female contributions are not
(p=0.93).
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Table 4: Male and Female contributions in the crosses D (25 separate crosses) and D’ (pooled
gametes) at day 6 (D and D’) and day 18 (D).

CROSS D Day 6 Females Contri- %° heterogeneity test between
bution

Males DI D2 D3 D4 D5 (%) males females

D6 18 10 8 9 25 0.257

D7 9 13 11 8 19 0.221

D8 8 8 3 10 14 0.158 NS NS

D9 11 17 4 5 21 0.213

D10 10 13 7 6 5 0.151

Contribution (%) 0205 0.224 0.121 0.139 0.308 1

CROSS D' Day 6 Females Contri- x* heterogeneity test between
bution

Males D1 D2 D3 D4 D5 (%) males females

D6 4 1 3 0 26 0.137

D7 7 8 5 5 21 0.185

D§ 4 14 2 9 11 0.161 * &

D9 19 21 20 4 31 0.382

D10 5 9 6 6 8 0.137

Contribution (%) 0.157 0213 0.145 0.096 0.390 1

CROSS D Day 18 Females Contri- x” heterogeneity test between
bution

Males DI D2 D3 D4 D5 (%) males females

D6 25 20 17 19 56 0.343

D7 4 12 4 5 16 0.103

D8 8 11 10 8 17 0.135 3 NS

D9 20 22 17 6 22 0.218 (p = 0.06)

D10 19 17 12 17 15 0.201

Total 0.19 0205 0.150 0.138 0.316 1

*: p <0.05, ** p<0.01, NS: not significant
Discussion

Most papers dealing with parentage analysis report results concerning the following
question : “Who are the parents of that offspring ?”.

In some cases, a probabilistic approach is developed (e.g. Alford ef al., 1994) as it is
not possible to unambiguously distinguish all possible parents, due to limited polymorphism
in the potential parents. Such results can be of great use in mass selection breeding programs,
in order to minimise inbreeding. In other cases, polymorphism is high enough to differentiate
all possible parents and therefore assign each offspring unambiguously to its parents.

When parentage analysis is possible, genetic study of quantitative characters can be
performed on the progeny reared in a common environment (e.g. Batargias et al. in Magoulas,
1998). These studies also enable the quantification of the contribution of each parent to the
following generation, and subsequently makes possible the identification of the factors that
influence these contributions.

Parentage analysis
When parents are chosen randomly, parentage analysis in the progeny is mostly
dependent on polymorphism and the number of loci scored. If, at a given locus, an allele is

carried by a single potential parent, then it can be used directly to assign any offspring
carrying that allele to that parent. So the rarer an allele is, the more informative it is. In our
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first experiment, a quarter of the studied progeny could be assigned to a given parent using
only one locus, showing 28 alleles over the 40 parents. In our second experiment, 3 loci were
scored and 100 % of the progeny could be assigned to one of the 25 full-sib families. In our
three crosses, only 4, 18 and 32 % of the studied progeny required the combination of 2 loci
to determine parentage. This efficiency is mostly due to the high polymorphism of the
markers used: 11 to 18 alleles per locus segregating in each "5 x 5" cross, and more than 50
alleles per locus in the wild (Huvet ef al., in prep).

Why unbalanced parental contributions ?

Our results clearly demonstrate that parental contribution in the studied progenies are
unbalanced, despite the care taken to balance gamctic contributions between males and
between females at the fertilisation stage. Three main factors can be distinguished to explain
such unbalanced contributions.

The quality of the gametes can be different between parents when crosses are
performed. These differences could be due to differences in the timing of maturation between
parents (some oysters being ready to spawn earlier than others despite the common pre-
conditioning and conditioning periods) or other environmentally induced differences. These
differences are commonly known as "maternal effects" (and similarly paternal effects could
also exist). In order to assess the quality of the gametes, we have compared early embryonic
developments (3h after fertilisation) with parental contributions recorded (second
experiment). No significant relationships were found with parental contribution, but this
might be due to the limited number of parents involved in these crosses. Nevertheless, it can
be noted that one of the female parents which had a very low mean early embryonic
development percentage (26.6 %) has a parental contribution equal to 0 (Table 3). Pre-
fertilisation methods should be developed in order to assess the potential importance of
gamete quality in unbalanced parertal contributions.

Non random mating can also explain unbalanced parental contributions. In the case of
controlled in vitro fertilisation (with balanced pre-fertilisation gametic contribution), gametic
competition can occur. In our third experiment, we compared parental contribution between
each gender with and without gametic competition (crosses D’ and D respectively). Our
results show that male contributions are significantly different but that female contributions
are not. As male contributions are not significantly unbalanced in cross D but they do in cross
D’, this is likely to be due to competition between spermatozoa in cross D’.

The third main reason for unbalanced parental contribution is zygotic competition and
differential viability between families. In this case, parental contributions might change over
time as mortalities occur. In our third experiment we show that parental contributions are
significantly different between day 6 and day 18. This demonstrates that some selection
occurred during the larval stage, favouring the progeny of some parents over others. The
analysis of samples at later stages (namely after settlement) should bring new insights about
selective processes before and after metamorphosis.
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Annexe 5:  Arcticle accepté dans Aquaculture

Relationship between pre- and post-metamorphic growth in the Pacific oyster
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Abstract

Twenty male and 20 female parental oysters, originated from 4 sites located along the French
Atlantic coast, were crossed together. The 400 crosses were performed separately and then
pooled to give a batch of larvae with a large genetic basis. Successive sieving after 17 days at
23 °C enabled the separation of the largest larvae from the batch. These larvae (i.e. sieving
groups) were left to metamorphose onto flat PVC collectors changed daily. Four groups of
larvae representing distinctly different growth rates were successively separated during the
attachment and metamorphosis of the whole population which lasted 12 days, from the 17th
day to the 29th after fertilisation. A part of each sieving group was settled separately as
replicates on cultch. Weekly, the post metamorphic height was recorded individually on 100
oysters per sieving group generating 400 growth curves. The oysters were removed from the
collectors and weighed twice. The effect of the date of settlement (i.e. developmental rate) and
sieving group (i.e. larval growth rate) affected significantly (P < 0.0001) the spat growth rate.
The correlation between sieving groups (i.e. larval growth) and spat growth rate was positive.
After 11 months of growth under intensive conditions, the sieving group still had a significant
effect on the total weight of juveniles settled on cultch (P < 0.0001). These results justify the
size-grading of larvae in bivalves hatcheries and show the great importance of early growth on
the later stage growth in Crassostrea gigas.

Keywords: Growth; Crassostrea gigas; metamorphosis; settlement
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1. Introduction

In many marine invertebrates, metamorphosis involves the change from a free-living,
planktonic life to a relatively sedentary, benthic one. An important physiological alteration
occurs during metamorphosis (Baker and Mann, 1994) so that larval growth may involve very
different mechanisms compared to juvenile growth. In order to investigate the implications of
metamorphosis on juvenile growth, some experiments have been carried out in which the
length of the larval period or the nutritional condition of the larvae was altered in some
invertebrate species and the effects on subsequent juvenile growth studied (Balanus
amphitrite, Pechenik et al., 1993; Crepidula plana and C. fornicata Pechenik and Eyster,
1989). These studies showed that a delayed metamorphosis affects juvenile growth in Balanus

amphitrite but not in Crepidula fornicata. Other studies have been performed in order to focus

on possible genetic correlation between larval and post-metamorphic growth but the results
published to date are inconsistent. A positive relationship between larval and spat growth was

found in Crassostrea virginica (Losee, 1979; Newkirk et al., 1977). Newkirk and Haley (1982)

reported a lack of correlation between height of larval period (and larval size) and size of
juvenile and adult European oysters, Ostrea edulis. Furthermore, Hilbish et al. (1993) found
no significant genetic correlation between growth of 10-day-old larvae and 9-month-old
juveniles in Mercenaria mercenaria. Heffernan et al. (1991) showed that selecting for faster
growth in adult Mercenaria mercenaria leads to slower larval growth. No substantial
relationship between larval and juvenile growth was found in Crepidula fornicata (Pechenik et

al., 1996).

Larval and juvenile growth rates are very variable among individuals and appear to be

heritable (Mytilus edulis: Mallet et al, 1986; Stromgren and Nielsen, 1989; Mercenaria
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mercenaria: Rawson and Hilbish, 1990; Hadley et al., 1991; Hilbish et al., 1993). In this
context, a correlation between larval and post-larval growth would be of great interest for
selective breeding. Moreover, in bivalve hatcheries, the most common practice is the
systematic culling of the smallest larvae in order to reduce the time of larval rearing and to
reduce size variability (Bardach et al., 1972). However, the effect of this sieving operation on
post-metamorphic growth is still unknown, since the relationship between larval and juvenile

growth remains unclear.

In the present study, a batch of larvae of the Pacific oyster Crassostrea gigas was obtained

under laboratory conditions. Successive sieving enabled the separation of the largest larvae
from the batch. These larvae were left to settle on collectors which were changed daily. In this
way, the temporal distribution of the settlement of the batch after sieving as a whole was
maximised. This experiment aimed to establish a relationship between larval growth, as

measured by the length of their larval life, and early post-settlement growth.

2. Material and methods

Crosses

In order to build a population with a large genetic base, 40 parental oysters originating
from 4 sites located along the French Atlantic coast were crossed in the [FREMER hatchery in
La Tremblade (Charente maritime, France). In order to ensure an equal gametic contribution
of each parent, 400 factorial crosses were performed separately with 40 parents: 20 males
crossed with 20 females (5 males and 5 females per population). Spermatozoids were
collected first, by stripping the male gonad. The sperm was diluted with 1 pm filtered sea

water, its concentration was estimated using Thoma slides coupled to an image processing
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system (Alcatel), and it was stored at 4°C. Oocytes of the female were then collected using the
same procedure and numbered using Malassez slides. For each female, 3,000,000 oocytes
were distributed in each fertilisation beaker and fertilised separately by each male at a ratio of

100 spermatozoa per oocyte. Four hundred in vitro fertilisations were performed separately by

this method and all the fertilised oocytes were pooled together 3 hours after fertilisation. The
mean percentage of embryos developed was 87.6%. Larvae were reared in 4 GRP (Glass
Reinforced Polyester) 300 litres tanks filled with 1 pm filtered sea water (temperature 23°C

and salinity 28%o0) and were fed Isochrysis galbana and Extubocellulus criberiger. The total

amount of algae provided was 60 cells.ul™'. This concentration was in excess (Nascimento,
1980) to avoid competition for food between larvae and to maximise phenotypic variability.
Larval concentration at day 1 was 13 larvae.ml” and was progressively reduced down to 1

larva.ml™ at day 17, by discarding a part of the population without any selective sieving.

Sieving groups

Every 48 hours, all the larvae were collected by sieving and a sample was counted
(Cell counter) and measured (Profile projector, Nikon). When the first pediveliger larvae
appeared, the largest larvae (height greater than 280 pm) were retained after sieving on a 200
um-mesh and left to settle. The remaining larval population was kept in the larval rearing
tanks. Successive sieving operations were performed in the same way. Each time, the largest
individuals were transferred to the settlement raceways and the smaller individuals were
returned to the larval rearing tanks. Thus, sieving group (SG) 1 corresponds to the fastest-

growing larvae and sieving group 4 to the slowest-growing larvae.
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Settlement procedure

PVC boards, covered with a layer of wax and a second layer of polyester resin were
used as collectors. The wax layer allows easy removal of the oysters from the collector at a
very early stage without damaging them, while the resin layer is a good substrate for
attachments and metamorphosis of the animals. At each sieving operation, the larvae were
split between the PVC sheet collector raceway and a cultch tank in order to have a large
reserve of animals of the 4 sieving groups. The PVC collector system consisted of four 37.5 x
50 cm boards per raceway with 26°C and 10 pm-filtered sea water automatically aerated for
15 min every 2 hours. A sample of larvae was taken from the first settlement raceway every
day and examined and numbered. The collectors were then replaced for a new day of
settlement. For each sieving group but the first there was a variable number of days of
settlement. After attachment and metamorphosis, the collectors were maintained vertically in

800 litre tanks with Skeletonema costatum enriched sea water.

Growth recording

A large proportion of the animals were removed from the boards at random to reduce
competition for space: for each pair of overlapping individuals, the biggest and the smallest
was alternatively discarded. Therefore, no competition for space occurred among the
remaining oysters. Out of these animals, 100 were chosen at random from each sieving group
and individually identified by writing the number directly on the board, near the hinge of the
oyster. The height from the hinge to the edge of the upper valve was recorded 4 times, weekly
with a digital calliper to an accuracy of 0.01 mm. The last measurement occurred 58 days after
fertilisation when all the animals were removed from the boards, labelled and then weighed

with a precision of 0.1 g. The overall spat growth rate (GR, g.d") was calculated by dividing
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this weight by the time of spat growth (number of days after settlement). The date of

attachment and metamorphosis is noted DSET.

The sieving groups obtained by the cultch rearing method were transferred to the
IFREMER nursery in Bouin (Vendée, France) and reared under the same food and density

conditions. 100 animals per sieving group were weighed 11 months after fertilisation.

Data analysis

The overall spat growth rate (GR) was analysed using the following model:

GR = 0.SG + B.DSET + ¢

The effect of SG and DSET on GR were tested by analysis of variance using SAS
software (SAS Institute, 1988), with SG and DSET respectively fixed effect factor and
random effect factor nested within SG. The effect of sieving date (SG) on the spat growth rate
and the live weight at 11 months were also analysed by analyse of the variance. The initial
weight of larvae at settlement and the difference between groups is supposed to be

insignificant. Multiple comparisons was performed using the Student-Newman-Keuls' test.

3. Results
Larval rearing

The total number of larvae obtained at day 1 was 16,240,000. After progressive
adjustment of concentration, this number was reduced to 1,134,000 at day 17. Average larval
growth curve followed an exponential pattern (Figure 1). The mean larval height before

sieving at day 17 was 271.7 + 51.0 pm giving a coefficient of variation of 18.8 %. The
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coefficient of variation increased from 3 % at day 1 to 9 % at day 6 and finally stabilised
around 20 % from day 9 to day 17. The first pediveliger and larvae larger than 280 pm
(minimum size for larvae retained on a 200pm-mesh sieve) appeared at day 17. The sieving
operations were performed 17, 20, 23 and 26 days after fertilisation and led to the separation
of the sieving groups (SG) numbered 1, 2, 3 and 4 respectively. Mean larval height measured
after sieving and mean larval growth rates is higher for the 1% sieving group and lower for the
4" sieving as shown in Table 1. The larvae were allowed to settle for periods lasting 1, 4, 2
and 4 days, respectively, for the sieving groups 1, 2, 3 and 4. No larvae remained in the

settlement tank at the end of the settlement period in any of the sieving groups.

Spat growth

The coefficient of variation of spat height ranged from 18.8 % to 43.8 % for the whole
population between days 37 and day 58 after fertilisation. No spat died between the first day
and the last day of measurement. The raceways did not affect significantly the post-

metamorphic growth rates (data not shown).

Growth curves of the 4 sieving groups are given in terms of number of days after
fertilisation (Figure 1) and number of days after settlement by using the 1* day of settlement

of each sieving groups (Figure 2).

The overall spat growth increments were 49.89 + 2.38, 22.03 £ 1.36, 18.58 + 0.81 and
11.63 + 0.84 g.d"' respectively for the sieving groups SG1, SG2, SG3 and SG4. The model
was significantly improved when SG and DSET were included over the simple factor models.
The effect of SG (i.e. larval growth rate) on the spat growth rate is highly significant (Table

2). Day of settling (DSET) appears to be also significant. The correlation between the larval
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growth rate (rank of the sieving group) and the spat growth rate is significant (F = 283.0 P =

0.0001, Figure 3).

The relationship between the total weight after removal of the oysters from the PVC
collectors and the spat height on collectors gave mean R squared statistics equal to 0.52, 0.79,
0.78 and 0.83 respectively for sieving groups 1, 2, 3 and 4. The rank of the sieving group still
affects the total weight very strongly, both on removal from the collectors (P < 0.0001) and 7

days after (P < 0.0001).

Juvenile growth

After 11 months of growth, the sieving groups obtained with the cultch method had a
mean total weight of 21.6 + 1.4 g, 18.7 £+ 1.2 g, 183 £ 1.3 g and 12.1 = 1.1 g for sieving
groups 1, 2, 3 and 4 respectively. The rank of the sieving group significantly affects the final

live weight at 11 months (P < 0.0001, Figure 4).

4. Discussion

The early spat growth rate is dependent on the date of settlement

In the present experiment, an effect of the date of metamorphosis (i.e. rate of
development) and the date of sieving (i.e. rate of larval growth) on overall early spat growth

rate was found in Crassostrea gigas when environmental conditions (temperature, salinity,

amount and quality of food) were maintained as constant as possible during all the larval and
post-larval stages. However, the experimental design makes the settling date nested within the
sieving date and leads to the difficulty to analyse these factors separately.

Larval growth rate and spat growth rate were found to be effectively strongly
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correlated in Crassostrea virginica (Newkirk et al., 1977) and slightly correlated in Crepidula

fornicata (Pechenik et al., 1996). In the same way, the length of larval period (after release of
the larvae by the brooding females) appears to be negatively correlated with the height at 5
months in Ostrea edulis (Newkirk and Haley, 1982), but in this analysis, the height itself was
used as the growth parameter and was not corrected for the date of settlement. In the light of
the present results, the effect of the larval period on the postsetting growth rate could be due to
a difference in the growing time. The present work shows the importance of considering the
date of settlement rather than the date of fertilisation for analysing growth kinetics, the best
approach being to compute growth rates at least for the early spat stage. Losee (1979), showed
a difference in the growth rate 29 weeks post-settlement between spat of Crassostrea virginica
settled at different dates. However, the short delay between sieving groups wasn’t taken into
account and all the cohorts were weighed the same day. Three days in settlement distinguish
Losee's setting groups and the difference in growth detected 29 weeks later is consistent with
3 days of early growth. A delay of 2 or 3 days in post metamorphic growth due to different
date of settlement still has consequences several months after, because the speed of growth is
very high at an early stage and decreases at later stages (Quayle, 1969), as show in the present
study. Newkirk et al. (1977) obtained 4 settlement groups in Crassostrea virginica by changing
the collectors every 2 days. The mean size of settlement groups was negatively correlated with
the rank of the settlement group. Again, two days of post-metamorphic growth can easily
explain the differences in size between settlement groups or at least the correlation observed
between growth before and after settlement. Settlement groups of Ostrea edulis were obtained
similarly by Newkirk and Haley (1982) and a correlation was found between the duration of
the larval period and the size of 5-month-old spat. As shown on the growth kinetics in terms

of time after fertilisation (Figure 1), this correlation can be explained by the growth delay

xlv



ANNEXES

existing between settlement groups.

Pechenik et al. (1996) sorted Crepidula plana larvae into 3 groups of slow-growing,

medium-growing and fast-growing individuals and measured them 3, 6 and 9 days after
metamorphosis finding no significant differences in juvenile growth rates between the 3
groups. Furthermore, Hilbish et al., 1993, found no significant genetic correlation between

growth of 10-day-old larvae and 9-month-old juveniles in Mercenaria mercenaria.

These inconsistencies in the results published may be partly explained by the use of

different growth variables by the authors (absolute parameters and growth rates).

The final live weight at 11 months is different between sieving groups. This could be
because the individuals did not have exactly the same amount of time to grow as spat. The
delay in growth between sieving groups 1 and 4, corresponds roughly to 10 days of spat
growth, 0.54 g at 66 days after fertilisation. If we consider this delay constant over time, it
would give a difference at 11 months of 2.7 g between the 2 groups. However, the measured
difference is 9.5 g, much higher that expected by the shorter growing time. This can be
interpreted by the effect of the sieving group (i.e. rate of larval growth) discussed above, or to

the delay in growth that get higher with time.

Does time of metamorphosis depend on the age or on the size of the larvae ?

For the 4 sieving groups, only larvae which had reached a height greater than 280 pm
at a given date were left to attach and metamorphose. The coefficient of variation for larval
height around 100 pm ranged between 8.5 % and 18.7 % from day 6 to 9, which is very high
compared to the mean of 4.0 % obtained by Nascimento (1983) for larvae of a similar height.

This is a consequence of the absence of selective conditions maintained throughout the larval
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rearing (low larval densities and non limiting amount of food). Therefore, in this experiment,
sieving group is a good indicator of the larval growth rate. Comparing the larval and spat
growth rates using sieving groups based on the date of settlement (Newkirk et al., 1982)
requires that the date of metamorphosis is dependent on size rather than age of the larvae.
However, Pechenik and Heyman (1987) showed that the larvae do not become competent at a
particular size in Crepidula. Pechenik et al. (1996) showed that larvae could become
competent even when larval growth was halted by starvation. Pechenik et al. (1996) showed

that the onset of metamorphic competence in Crepidula fornicata could be uncoupled from the

process of growth, in that starved larvae did not grow at all but did slowly became competent

to metamorphose. Coon et al. (1990) showed that competence of Crassostrea gigas larvae to
settle occurred earlier than competence to metamorphose. Factors determining when
metamorphosis occurs have been discussed many times. In the present work the larvae were
left to settle in non-selective conditions of rearing, without any settlement inducers. At each
sieving operation the smallest individuals were returned to the GRP larval tank where no
settlement occurred in spite of the fact that GRP is a highly attractive substrate for settlement
of C. gigas larvae (Holliday, 1996; personal observations). The larvae retained by the sieve (>
280 pum) settled quickly when placed onto the settlement board. These observations are
consistent with a settlement dependent on size under these experimental conditions.
Therefore, the hypothesis of a strong link between competence and larval size is supported. In
the present study, the date of sieving affects the partial growth rate only at a very early stage
(44 days after fertilisation). The experimental design led to an interaction between date of
sieving and date of settlement and the effect of the date of sieving for later stage could not be

studied.
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New settlement methods for growth experiments

The advantage of settlement on flat collectors for the purpose of this experiment was
that all the variability in size was kept and no competition for space or food occurred between
individuals. Very high attachment and survival rates were obtained with a system using glass

plates (Ostrea edulis, Rodriguez et al, 1992) and PVC slats (Crassostrea gigas and

Crassostrea virginica, Hidu et al., 1981). PVC slats have also been used previously as a

growing method after settlement (Smith et al.,, 1995). The growth appeared to be more
efficient on this type of rearing system compared to cultch which is explained by the absence
of spatial competition. On such a collecting surface, the growth is very homogeneous and is
highly related to the total weight as observed on oysters settled on scallop shell (Haley and
Newkirk, 1978). The high variability in size between the individuals just settled (a factor of
between 3 and 4) shows that all the variability in size of spat is conserved and that both slow-

growing and fast growing-spat have the same chance of reaching later stages.
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Tables

Table 1: Growth parameters for the larvae in Crassostrea gigas. SG = sieving group, sieving
date and settling dates are given in days after fertilisation, H = mean height after sieving on a
200 pm-mesh sieve to retain larvae larger than 280 pm (mean * s.e.), LGR = mean overall
larval growth rate (mean * s.e.).

SG Sieving Settlement H (um) LGR (pm.d'l)

1 17 17 3147+34 18.7+3.0
) 20 20,21,22,23 3282+3.1 165+2.6
3 23 23,24 3316 +35 145+23
4 26 26,27,28,29 340.6+38 13.1+2.1

Table 2: A. Results of MIXED model testing the effect of sieving group (SG) and the date of
attachment and metamorphosis (DSET, nested within SG) the overall growth rate in
Crassostrea gigas. DSET and SG are treated as, respectively, a random and fixed effect
factors; Student-Newman-Keuls grouping distinguishes groups different with a 5 % risk. All
data: n = 363. B. Results of the Student-Newman6keuls grouping procedure. Groups with
different letters are different at 0.05 level.

SG DSET(SG) Mean +s.e. n SNK Groups

1 17 048+002 99 - A
2 20 0.52+006 29 A -
21 045+£007 29 B -
22 040+0.04 29 BC -
23 042+008 9 C -
2 All 045+0.03 96 - B
3 23 035+003 50 A -
24 037+0.03 49 B -
3 All 036+0.02 99 - B
4 26 030+0.03 31 A -
27 027003 25 B -
28 025004 23 C -
29 025+004 8 BC -
4 All 028 +£0.02 87 - C

All All 0.40+0.01 381
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Figure legends

Figure 1: Growth and kinetics at larval and spat stages in Crassostrea gigas. Larvae were all
reared together (O to 17 days post fertilisation). Four sieving operations and attachment on
boards led to 4 sieving groups (SG) attached and metamorphosed from 17 to 29 days after
fertilisation and recorded for growth 4 times after settlement. SG1 represents the fastest
growing larvae, SG4 represents the slowest growing larvae. Data are mean * s.e.

Figure 2: Spat growth curves of the sieving groups in terms of date after metamorphosis in
Crassostrea gigas. Data are mean t s.e., n = 363.

Figure 3: Relation between larval growth rate and spat growth rate in Crassostrea gigas. Data
are mean t s.e.

Figure 4: Juvenile total weight (g) at 11 months of the 4 sieving group (SG) in Crassostrea
gigas. SG1 represents the fastest growing larvae, SG4 represents the slowest growing larvae
Data are mean * s.e., n = 100 per SG.
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Annexe 6: Macro Visual Basic

Programme de recherche de parenté a l'aide d'un locus microsatellite:
1. Construction du fichier des génotypes possibles a partir des génotypes des parents

Sub Saisie_Matrice()
Dim linel, line2, Subscript
linel =1
line2 =1
Do While linel < 21
Sheets("CG44").Select
Range(Cells(linel + 1, 3), Cells(linel + 1, 4)).Select
Selection.Copy
Sheets("DataSet").Select
Subscript = 1
line2 =20 * (linel - 1) + 2
Do While Subscript < 21
Cells(line2 + Subscript - 1, 4).Select
Selection.PasteSpecial Paste:=x1Values, Operation:= _xINone, SkipBlanks:=False, Transpose:=False
Subscript = Subscript + 1
Loop
linel = linel + 1
Loop
Sheets("CG44").Select
Range(Cells(22, 3), Cells(41, 4)).Select
Selection.Copy
Sheets("DataSet").Select
Subscript = 1
Do While Subscript < 21
Cells(20 * (Subscript - 1) + 2, 6).Select
Selection.PasteSpecial Paste:=x1Values, Operation:= _xINone, SkipBlanks:=False, Transpose:=False
Subscript = Subscript + 1
Loop
End

2. Recherche des miles possibles et des femelles possibles pour les descendants

A2 |Gen

Bim |m 8 8|8/8

B2m |m 14.5| 14.5/14.5/14.5

Feuille "Données" contenant les génotypes des
parents.

Al A2 larvl larv2 IND |SEXE|A1
21/21 21/21

F2 | GEN1 | GEN2 | GEN3 | GEN4

Feuille "Génotypes", le génype est codé p les 2

1 |Bim| % {85 8125 | 8215 | B/125 | 8215
alleles Al et A2, la liste des males et femelles 2 |Bim] Bt g1 ] eeab | o | 8e3b
possibles s'affiche en ligne (Mi = Miles, Fi = Feuille "Dataset”, générée par le programme.

Femelles). Chaque famille (FAM, parents M et F) donne 4
génotypes possibles (GEN1 a GEN4)
SubSub Parentage()
Dim larvl, larv2, li, ind, varl, var2
li=2
Do While li < 25

Worksheets("Genotypes").Activate

If Cells(li, 4) = "" Then

li=li+1
Else

Range(Cells(li, 4), Cells(li, 5)).Copy

Worksheets("Données").Activate

ActiveSheet.Cells(2, 8).PasteSpecial Paste:=xIValues
Columns("J:J").Select
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Selection.Copy
Columns("L:L").Select
Selection.PasteSpecial Paste:=xIValues, Operation:= _xINone, SkipBlanks:=False, Transpose:=False
Application.CutCopyMode = False
Selection.Sort Keyl:=Range("L1"), Orderl:=xIDescending, Header:= _xIGuess, OrderCustom:=1,
MatchCase:=False, _Orientation:=xITopToBottom
ind=1
varl = "ffff"
Do While varl <>
ActiveSheet.Cells(ind, 12).Activate
varl = ActiveCell.Value
ActiveSheet.Cells(ind + 1, 12).Activate
var2 = ActiveCell.Value
If varl = var2 Then
Cells(ind + 1, 12).Delete DécaléVers:=xIUp
Else
ind =ind + 1
End If
Loop
Range("L1:L21").Select
Application.CutCopyMode = False
Selection.Copy
Range("M1").Select
Selection.PasteSpecial Paste:=x1Values, Operation:= _xINone, SkipBlanks:=False, Transpose:=True
ActiveSheet.Range("M1:AG1").Copy
Worksheets(" Genotypes").Activate
ActiveSheet.Cells(li, 6).PasteSpecial Paste:=x1Values
li=li+1
End If
Loop

"n

3. Transfert des données de pesée et mise & jour automatique de la courbe de croissance

Sub transfer()
liindivl = 1
numindividu = "xxxx"
Do While numindividu <>
liindiv2 = liindivl
liindivl = liindivl + 1
Workbooks("tw490.xls").Activate
Worksheets("tw490").Activate
Cells(liindivl1, 1).Activate
numindividu = ActiveCell.Value
Workbooks("twlink.xlIs"). Activate
Worksheets("1").Activate
Do While numindividu <> individu
liindiv2 = liindiv2 + 1
ActiveSheet.Cells(liindiv2, 1).Activate
individu = ActiveCell.Value

Loop

Workbooks("tw490.xls"). Activate
Worksheets("twd490"). Activate

Cells(liindiv1, 2).Copy

Workbooks("twlink.xls"). Activate
Worksheets("1").Activate

ActiveSheet.Cells(liindiv2, 31).PasteSpecial Paste:=x1Values
Loop

End Sub
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Annexe 7
Programmes SAS

data nonlin;

infile "c:/windows/bureau/bertrand/thése/data/chap1/len.prn";
input SG IND DSET DPS LEN GR;

run;

proc sort;
by sg dset;
run;

proc glm;

class sg dset;

model GR=sg dset(sg);
random dset(sg);
means sg /snk;

run;
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Annexe 8

Protocoles de Biologie moléculaire

Protocole de marquage d'amorce et d'amplification:

L.10 larves et Adultes

Amorcel 0,189 ul

Tampon Kinase 10X 0,142 pl
v-PP-ATP 0,0788 pl

T4 polynucléotide kinase 0,0079 pl
eau 1 pl

V final 1,4177 pl

Amorce2 0,189 pl
Tampon Taq 10X 1,05 pl
MgCl, 0,42 pl
dNTP 0,39 ul
Taq 0,074 pl
ADN 8 pul

V final 11,541

Locus CG44:

Amorce 1

Tampon Kinase 10X
v-PP.ATP

T4 polynucléotide kinase
eau

V final

Amorce 2
Tampon Taq 10X
MgCl,

dNTP

Taq

Eau

ADN
V final

0,23 ul
0,1 ul
0,1 pl

0,06 pl

0,51 pl

1 pl

0,21 pl
1,5 ul
1,8 ul
1,5 ul

0,05 pl

4,94

4 pl

15

Composition des réactifs:

Tampon Kinase 10X
Eurogentec

Tampon Taq 10X
Goldstar

Magnésium
v-"P-ATP

T4 polynucléotide kinase

Taq Polymérase
Amorces
dNTP

Tris-HCl pH 7,6 50 mM

MgCl, 10 mM
DTT 5 mM

Spermidine-HC1 0,1 mM
EDTA 0,1 mM

Tris-HCI pH 9,0 750 mM
(NH,),SO, 200 mM

Tweern 20 0,1 %
MgCl, 25 mM
10 pCi.pl™

10 unités.pl'1

5 unités.pl'l
10 nM
2 mM
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Tampons et réactifs pour la migration:

Gel d"acrylamide 6 % dénaturant

Urée
TBE 10X

Acrylogel 40 % w/v (Acrylamide + NN'-Methyléne acrylamide)

Eau bidistillée
TBE 10 X

Tris base
Acide borique
EDTA

Eau bidistillée

Quantités [C] finale

420 g 7™

100 ml 1 X

150 ml 6%
gsp 1000 ml

Quantités [C] finale
162 g 2,67TM
275g 0,44 M

50ml0,SM  25mM

Catalyseurs de polymérisation du gel d'acrylamide pour 70 ml d'acrylamide

Persulfate d'ammonium 1 mg/l
TEMED

Tampon de migration dénaturant

Formamide

Xyléne Cyanol

Bleu de Bromophénol
EDTA 0,5 ml

360 pl
70 pl

25 ml
0,025 ¢
0,025
1 ml
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Annexe 9
Ségrégations zygotique par famille, P = probabilité associée au x” testant I'écart entre effectifs
attendus (1:1:1:1) et observés.

Effectifs Effectifs
Famille zygote Observé Attendu P Famille zygote Observé Attendu P
M1 XF1 1825 16 13 0,006 M2 X F1 1425 1 575 1,7E-04
1831 7 13 1431 1 5,75
2525 22 13 2825 14 5,75
2531 7 13 2831 7 5,75
M1 XF2 1812 7 9,75 0,264 M2XF2 1412 5 95 4,0E-04
1830 8 9,75 1430 3 9.5
2512 15 9,75 2812 10 9,5
2530 9 9,75 2830 20 9,5
M1 XF3 1811 13 11,75 8,9E-05 M2 XF3 1411 6 6 0,072
1817 24 11,75 1417 2 6
2511 7 11,75 2811 11 6
2517 3 11,75 2817 5 6
M1 XF4 1821 15 10,5 0,019 M2 X F4 1421 10 7,25 4,3E-04
1824 4 10,5 1424 0 7,25
2521 16 10,5 2821 15 7.25
2524 7 10,5 2824 4 7,25
M1 XF5 1826 25 28  4,8E-08 M2 XF5 1426 5 14,75 8,1E-08
1837 40 28 1437 2 14,75
2526 3 28 2826 29 14,75

2537 44 28 2837 23 14,75
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Effectifs Effectifs
Famille zygote Observé Attendu P Famille zygote Observé Attendu P
M3 XFl 1925 5 8 0,100 M4 X F1 1525 12 12,5 0,270
1931 - 8 1531 T 12,5
2325 11 8 -225 15 12,5
2331 12 8 -231 16 12,5
M3XF2 1912 2 8,75 0,019 M4 XF2 1512 16 18,25 0,034
1930 7 8,75 1530 25 18,25
2312 12 8,75 -212 9 18,25
2330 14 8,75 -230 23 18,25
M3 XF3 1911 9 8,75 8,9E-06 M4 XF3 1511 19 13 2,5E-06
1917 2 8,75 1517 25 13
2311 21 8,75 -211 8 13
2317 3 8,75 -217 0 13
M3 X F4 1921 16 11,5 4,0E-04 M4 X F4 1521 18 7 4,0E-07
1924 0 11,5 1524 0 7
2321 19 11,5 -221 10 7
2324 11 11,5 -224 0 7
M3 XF5 1926 - 16  2,6E-04 M4 XF5 1526 14 19 0,015
1937 13 16 1537 22 19
2326 28 16 -226 11 19
2337 19 16 -237 29 19
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Effectifs

Famille zygote Observé Attendu P
M5 X F1 3425 15 10,75 0,445

3431 9 10,75

925 11 10,75

931 8 10,75
M5XF2 3412 9 10,75 0,152

3430 17 10,75

912 10 10,75

930 7 10,75
M5 X F3 3411 20 10 0,001

3417 7 10

911 11 10

917 2 10
M5 X F4 3421 20 12,25 2,3E-06

3424 5 12,25

921 23 12,25

924 1 12,25
M5 X F5 3426 5 8,75 0,090

3437 15 8,75

926 8 8,75

937 7 8,75
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