LINSTITUT ‘
agro \p » EMMA
oo |fremer TR

AGRO
L’Institut Agro Rennes-Angers

[ Site d’Angers X Site de Rennes

Année universitaire : 2023 - 2024
Spécialité :

Ingénieur agronome

Mémoire de fin d’études

d'ingénieur de Bordeaux Sciences Agro (Ecole nationale supérieure des sciences agronomiques
Spécialisation (et option éventuelle) : de Bordeaux)

Sciences halieutiques et aquacoles, préparée a
I’Institut Agro Rennes-Angers (option
Agquaculture)

Optimisation de I’¢élevage larvaire expérimental
d’huitres creuses, Magallana (ex Crassostrea) gigas,

en vue de limiter le développement de communautes
bactériennes pathogenes

Par Sarah LE GALL

®
@ ® @ -
© §' - 2

200,004m &) 250.00ym - 500,00pm

Soutenu a Rennes le 10/09/2024
Président et enseignant référent : Hervé LE BRIS, Institut Agro de Rennes UMR DECOD

Maitre de stage : Dimitri MORIN, Ifremer Unité EMMA Plateforme PMMLT

Autres membres du jury : Grégory RAYMOND, Institut Agro de Rennes Plateau Aquacole
Expérimentation et Formation et Stéphane POUVREAU, Ifremer Laboratoire LEMAR

Les analyses et les conclusions de ce travail d'étudiant n'engagent que la responsabilité de son auteur et non celle de l'Institut Agro Rennes-Angers

Ce document est soumis aux conditions d’utilisation «Paternité-Pas d'Utilisation Commerciale-Pas de
Modification 4.0 France» disponible en ligne http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.fr @ @@@l



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.fr
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.fr
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.fr

Fiche de confidentialité et de diffusion du mémoire
Confidentialité

W Non [ Oui sioui: [ 1an [ 5ans [ 10ans

Pendant toute la durée de confidentialité, aucune diffusion du mémoire n’est possible (1),
Date et signature du maitre de stage (' : 22/08/2024 D.Morin : Fote

(ou de I'étudiant-entrepreneur)
A la fin de la période de confidentialité, sa diffusion est soumise aux regles ci-dessous

(droits d’auteur et autorisation de diffusion par I’enseignant a renseigner).

Droits d’auteur
L'auteur® Le Gall Sarah
autorise la diffusion de son travail (immédiatement ou a la fin de la période de

confidentialité)
M Oui [ Non
Si oui, il autorise
[ la diffusion papier du mémoire uniquement(4)

[ la diffusion papier du mémoire et la diffusion électronique du résumé

v la diffusion papier et électronique du mémoire (joindre dans ce cas la fiche
de conformité du mémoire numérique et le contrat de diffusion)

accepte de placer son mémoire sous licence Creative commons CC-By-Nc-
Nd (voir Guide du mémoire Chap 1.4 page 6)

Date et signature de 'auteur : 30/07/2024 k/

(Facultatif) I

Autorisation de diffusion par le responsable de spécialisation ou son

représentant
L’enseignant juge le mémoire de qualité suffisante pour étre diffusé (immédiatement ou a

la fin de la période de confidentialité)
[ Oui I Non
Si non, seul le titre du mémoire apparaitra dans les bases de données.
Si oui, il autorise
| la diffusion papier du mémoire uniquement(4)
[ la diffusion papier du mémoire et la diffusion électronique du résumé
[ la diffusion papier et électronique du mémoire
Date et signature de I’enseignant :

(1) L’administration, les enseignants et les différents services de documentation de I’Institut Agro Rennes-Angers s’engagent a

respecter cette confidentialité.

(2) Signature et cachet de 1’organisme

(3).Auteur = étudiant qui réalise son mémoire de fin d’études

(4) La référence bibliographique (= Nom de I’auteur, titre du mémoire, année de soutenance, diplome, spécialité et
spécialisation/Option)) sera signalée dans les bases de données documentaires sans le résumé



Remerciements

Tout d’abord je tiens a remercier mon tuteur, Dimitri Morin de m’avoir accompagnée avec
bienveillance tout au long de ce stage. Ses conseils et sa disponibilité m’ont été d’une grande
aide. Je tiens également a remercier toute I’équipe de la PMMLT, Anne, Frédéric, Mailou,
Miguel, JC, Jean-Pierre et Pascal de m’avoir chaleureusement accueillie et pour les bons
moments passes ensemble. Merci aussi a eux de s’étre parfois occupés des elevages larvaires
du projet les week-ends et d’avoir poursuivi 1’élevage en micro-nurseries.

Un énorme merci a Cyril Noél pour avoir traité les données de bioinformatiques malgré les
divers probléemes techniques rencontrés et pour sa pédagogie lors de ma formation.

Je remercie également Lionel Degremont et Elise Maurouard pour m’avoir appris les rudiments
de la conduite d’un élevage larvaire d’huitres creuses.

Merci aussi a Delphine Tourbiez et Maelann Roger de m’avoir encadrée lors de mes
manipulations en biologie moléculaire, et pour leurs précieux conseils techniques.

Je tiens également & remercier Benjamin Morga, Christophe Stravakakis, Dimitri Morin,
Frédéric Girardin et Lionel Degremont pour la relecture du mémoire et pour leurs expertises.



Table des matieres

I, INEroduCtion QENEFAIE...........ooieieee e 1

1. L'importance de l'ostréiculture en France et ses défis contemporains .............cccccueeueeee. 1

a. Les chiffres clés de la production OStréiCole............cooeiiireineiiieereeeee e 1

b. Les causes de mortalités et de malformations des larves d’huitres...............ccceeenns 1

C. LeProjet ALADIN ..ottt rae e nree s 3

2. Le SUJEt A AR ...o.veiiieiiiieeese s 4

I, Materiels et METNOTES ........c.ooeiiiiiee s 6

1. Materiel DIOIOGIGUE ....ccveeieieie ettt ettt esreenas 6

2. DeSIgNS EXPEIMENTAUX .....ververerteiesieiertesieseeieste et ste sttt sbesbe e sesbe e eseebesae e esesseneens 6

3. Indicateurs de performances larVairesS...........cccoveieeieeiieeieere e 9

4. Echantillonnage pour le metabarcoding .........cccoouviiiiiiiiiic i 9

5. Metabarcoding 16S: extraction d’ADN, PCR et séquengage long-read ................c...... 10

6.  Analyses en bio-iNfOrMAatiQUES..........cceiiiiieiiiie e 11

7. ANAIYSES SEALISTIGUES. .. eevieeiie ittt ettt e e sbeeanbeenreas 12

a. Données de performances larVaires ..........occoveereeenene e 12

b. Données de MetabarCOUING .......cvevveeieiieiieie e 12

FHL. RESUIALS ...ttt sttt e et b e nbenneanean 14

1. Elevage larvaire n°1 : du 20 février au 8 mars 2024 ..........ccoovveieieienenennieseseeee s 14

a. Effet des trois facteurs sur les performances larvaires ............ccccceveiveevveiecieinennens 14

b. Caractérisation des communautes bactériennes ...........ccocvvvvvveeeieerenesese e 17

2. Elevage larvaire n°2 : du 15 avril au 3 mai 2024 .........cccoceiiieiiiiiieeeee e 22

a. Effet des 3 facteurs sur les performances l1arvaires ............ccccoeveveeveieesiesecvieseenens 22

A B TS ol U131 o] o RSP PR RUROPRTRN 25
1. Les facteurs influencant les différences de survie et d’éclosion entre les élevages

JBIVAITES ...ttt b ettt a ettt bbbt R e Rttt nn bbb e ne e 25

2. L’analyse des performances larvaires pour les 2 €levages..........cccoovvvverieiiiienieneennens 28

Q. Le taux d78CLOSION. ...coiiuiiiiiiie et 28

b L SUNVIE TAIVAITE ..ottt 28

C. L CIOISSANCE ...oveiiieiieiee ettt sttt e st e teereesbe e s e sneenaeeneeereenreeneens 29

d L@ FIXALION ..t 30

3. Caractérisation des communautés DACLEFIENNES ........ccoverieriieniiinieee e 31

4. Voies d’optimisation et implications pour la PMMLT .........ccccooiiiiiiiniiicnccee, 32



A, Par les facteurs FIXES BtUIES ... ....c.eeeeeeee e 32

b. Par d’autres facteurs non CONtIOIES ........ccviieiieiiiieiieseese e 33
Conclusion, perspectives et limites de ’étude..................cocooviiiiiiiiiii 34
BIDHOGIaPNIE. .. .ei i e 35

YN 4 ] 15D TP 1



Liste des abréviations

ACP : Analyse en composantes principales

ADN : Acide désoxyribonucléique

ALADIN : Amélioration des performances en élevages larvaires d’invertébrés marins (Projet)
ANOVA : Analyse de Variance

ARNTr : Acide ribonucléique ribosomique

ASIM : Unité Adaptation Santé des Invertébrés Marins

CCEM : Unité Contamination Chimique des Ecosystemes Marins
CES5O0 : Concentration Efficace 50%

DHA : Acide Docosahexaénoique

DL50 : Dose léthale 50%

EAC : Environmental Assessment Criteria

EDM : Eau de mer

EMMA : Unité Expérimentale Mollusques Marins Atlantique

EPA : Acide Eicosapentaénoique

ETM : Eléments-Traces Métalliques

HDPE : Polyéthylene Haute Densité

IFREMER : Institut francais de recherche pour I'exploitation de la mer

INSEV3i : Utilisation d'INcubateurs in situ pour 1’évaluation de la QUALité chimique des
eaux cotieres et de son impact sur le developpement et la survie des huitres

LEAD-NC : Unité de Recherche Lagons, Ecosystéemes et Aquaculture Durable de Nouvelle
Calédonie

LOEC : Lowest Observed Effect Concentration

NMDS : Positionnement Multidimensionnel Non-Métrique
OsHV-1 : Ostreid Herpes Virus de type 1

PERMANOVA : ANalyse de VAriance par PERMutations
PCR : Polymerase Chain Reaction

PP : Polypropyléne

PVC : Chlorure de Polyvinyle

PMMB : Plateforme Expérimentale Mollusques Marins de Bouin



PMMLT : Plateforme Expérimentale Mollusques Marins de La Tremblade
RCC : Roscoff Culture Collection

REML : Maximum de Vraisemblance Restreinte

SAMBA : Standardized and Automated MetaBarcoding Analyses workflow

SeBIMER : Service de Bioinformatique de I'lfremer



Glossaire

Barcode : lors d’un séquencage Nanopore plusieurs échantillons doivent étre séquencés, les
barcodes sont des séquences d’ADN d’une trentaine de paires de bases qui vont se fixer aux
extrémités des amplicons et permettre de discriminer les échantillons une fois poolés.

Basecalling : conversion des données permettant de traduire les signaux électriques produits
par le séquenceur en nucléotides.

Base de référence : base de données non exhaustive comprenant les séquences de plusieurs
taxons.

Boxplot : (en francgais boite a moustaches) graphique en forme de boite permettant de
représenter plusieurs statistiques descriptives comme la médiane, le minimum, le maximum, le
premier quartile et le troisieme quartile.

Cluster : regroupement d'ordinateurs permettant de dépasser les limitations d’une machine en
termes de puissance de calcul.

Demultiplexing : action consistant a regrouper les séquences associées a chaque échantillon
grace aux barcodes fixés.

Flowcell : technologie contenant des nanopores chargés électriquement par lesquels les brins
d’ADN passent. Lors de ce passage, en fonction de la nature des nucléotides la perturbation
¢lectrique sera différente, I’appareil déterminera alors la séquence d’ADN associée sous forme
de signaux electriques.

Ligase : enzyme liant les extrémités 3° OH et 5’phosphate de deux nucléotides par des liaisons
phosphodiesters.

Macro : programme informatique permettant d’automatiser des commandes

Métabarcoding : méthode permettant « I’identification de I’ensemble des espéces (ou niveaux
taxonomiques supérieurs) sur la base des génes marqueurs amplifiés et séquencés a partir de
I’ADN total extrait d’un échantillon environnemental (sol, eau, féces) ou d’un mélange de
plusieurs spécimens » (Taberlet et al., 2012).

Outliers : données considérées comme extrémes car elles s’éloignent de maniére anormale des
autres valeurs.

Polymerase : enzyme permettant la synthése d’un brin d’ADN complémentaire lors de la phase
d’¢longation en PCR.

Pooling : fécondation effectuée en regroupant les gamétes males et femelles au sein d’un méme
bécher.

Salinité : « La grandeur « salinité » représente la masse de sels dissous contenue dans un
kilogramme d’eau de mer. La salinité étant un rapport entre deux grandeurs de mémes unités,
elle s'exprime sans indication d'unité » (Ifremer, 2020)



Séquengage long-read : technique de séquencage permettant de séquencer 1I’ensemble des
régions du géne marqueur et ainsi d’obtenir une identification a une échelle taxonomique plus
fine qu’en séquencage short read.

Stripping : incision effectuée sur les gonades de facon a collecter les gameétes ainsi libérees
(reproduction non naturelle).

Thermocycleur : appareil permettant de programmer des cycles a différentes températures et
ainsi, d’automatiser la réaction PCR.

Ultrafiltration : procédé utilisé dans le traitement de 1’eau permettant de filtrer a 0,01 pum les
colloides, les bactéries, les virus et les macromolécules organiques

Workflow : suite d’étapes s’enchainant de maniére automatique lié au traitement de données.
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I.  Introduction générale
1. L'importance de I'ostréiculture en France et ses défis contemporains

a. Les chiffres clés de la production ostréicole

En 2022, la production agquacole francaise représentait 183 746 tonnes, dont 81 887 tonnes
d’huitres soit plus de 40% de la production. Les huitres comptent parmi les especes aquacoles
les plus consommeées en France mais également parmi les especes les plus exportées en valeurs,
témoignant de leur importance économique dans le secteur de ’aquaculture (Delorme, 2024).
L’ostréiculture est essentiellement basée sur la production de I’huitre creuse, Magallana (ex
Crassostrea) gigas, importée en France en 1971 a la suite d’épizooties successives sur Ostrea
edulis, espéce autochtone, et Crassostrea angulata (Grizel & Heral, 1991). Pour se fournir en
naissains, les ostréiculteurs se tournent soit vers le captage naturel soit vers les écloseries. Si
dans les années 2000 la part de naissains d’écloseries avoisinaient les 15% (Waechter et al.,
2002), en 2020 on se rapproche des 70% (Prost, 2021). Ainsi, les ostréiculteurs s’affranchissent
des variabilités du captage, fortement dependant des parametres environnementaux du milieu,
ce qui instaure une stabilité d’approvisionnement. Ils peuvent également faire le choix de se
fournir en naissains triploides permettant d’étaler les ventes tout au long de 1’année (Rico Villa,
2009).

b. Les causes de mortalités et de malformations des larves d’huitres

Cependant, faire appel en masse aux ecloseries entraine une certaine dépendance des
ostréiculteurs a cette production. De plus, des mortalités récurrentes ainsi que des
malformations larvaires ont été observées ces derniéres années dans les écloseries
commerciales comme dans celles expérimentales. Les causes de ces mortalités et malformations
sont multifactorielles : Eléments-traces métalliques (ETM), pesticides, microplastiques ou
encore bactéries et virus.

En effet, la présence d’Eléments-Traces Métalliques (ETM) a été identifiée de maniére
récurrente dans 1’eau de mer alimentant la station expérimentale de Bouin (Stavrakakis, 2024).
11 a été montré qu’une contamination au cuivre du phytoplancton entraine une bioaccumulation
de ce cuivre dans les tissus du naissain d’huitre. Cela conduit a une diminution de 1’indice de
chair potentiellement engendré par un changement de composition des acides gras du
phytoplancton (Akcha et al., 2022). Si cette étude se concentrait sur les effets d’un seul ETM
sur le stade post-larve, il serait alors pertinent de se demander : « quel pourrait étre I'impact
d'un tel ETM sur le stade larvaire ? ». Lors de travaux de thése réalisés par Levallois en 2023,
les effets d’un autre ETM, 1’aluminium, ont été étudiés en se focalisant sur 1’effet du cocktail
de métaux libéré par une anode galvanique a base d'aluminium (Al). Il a été mis en évidence
une concentration efficace 50% (CE50) de 190 pg.L™* pour les anodes galvaniques a base d’Al.
L’effet toxique a été évalué par le pourcentage de larves-D anormales obtenu a la fin de
I’embryogéneése. De plus, a partir de 150 pg.L* d’Al, concentration que I’on peut trouver dans
les milieux cétiers pollués, un développement anormal des larves D est observe.



Un autre facteur possible de mortalité mis en avant sont les pesticides. Le projet « Utilisation
d'INcubateurs in situ pour I’évaluation de la QUALité chimique des eaux cotiéres et de son
impact sur le développement et la survie des huitres » (INSEV3i), mené entre 2013 et 2015, a
montré la présence de contaminants chimiques dans les eaux alimentant la Plateforme
Mollusques Marins de Bouin (PMMB) de I'Ifremer (Akcha et al., 2012). Parmi les
contaminants les plus présents, le nicosulfuron a été identifié & des concentrations élevées, avec
une concentration maximum de 0,08 pug.L?, et de maniére fréquente. De plus, I’impact du
nicosulfuron, et de 5 autres pesticides, a été testé sur le developpement embryo-larvaire de
I’huitre creuse. Lors de cette étude, une LOEC, plus faible concentration induisant un effet, a
0,015 pg.L? a été déterminée. Ainsi, 1’eau alimentant la station de Bouin dépasse la LOEC
alors méme que cette molécule a un effet negatif averé sur la croissance des larves et la
proportion de larves-D malformées (Bringer et al., 2021). La méme étude avance qu’une
quantité maximum de 0,019 pg.L* a été détectée en 2019 a ’embouchure de I’estuaire de la
Seudre, pouvant alors contaminer I’eau de mer pompée par la Plateforme Mollusques Marins
de la Tremblade (PMMLT) et donc les espéces produites a la plateforme. En 2014, une autre
analyse portée par Barranger et al. et menée en partie a la PMMLT a vu le jour. Celle-ci s’est
intéressee aux effets génotoxiques du diuron, pesticide retrouvé dans le bassin Marennes-
Oléron. Pour cela, des huitres creuses ont été exposées a des concentrations de diuron proches
de celles du milieu, environ 0,51 pg.L™:, pendant la période de gamétogénése. A I’issue de cette
étude, plusieurs conclusions ont pu étre tirées. Premierement, les spermatozoides des huitres
creuses exposées au diuron présentaient des cassures de brins d’ADN. Deuxiémement, la
transmission de cet ADN endommagé pourrait étre responsable des anomalies observées sur la
descendance. En effet, les larves issues des géniteurs exposés au diuron présentaient des taux
de fécondation moindres, une croissance ralentie et des malformations comparées aux larves
d’huitres creuses saines.

Pour ajouter a cela, méme a un stade larvaire plus avancé les pesticides ont un effet négatif sur
les larves. En effet, d’aprés une publication de Sol Dourdin et al. en 2023, les larves exposées
a des cocktails de 18 pesticides se métamorphoseraient tardivement et ce bien qu’elles aient
atteint le stade pédivéligére, stade ou elles passent de la phase planctonique a la phase
benthique.

Les microplastiques sont une autre source de perturbations du développement chez les huitres,
leurs tailles facilitant leur ingestion. Ces petites particules sont le fruit de la dégradation de
macroplastiques dans le milieu marin ou bien d’une contamination par la production de
plastiques de cette taille, notamment pour le textile synthétique. De plus en plus d’études
s’intéressant aux effets des microplastiques sont parues, a la lumiére d’une production toujours
en hausse. De plus, 92% du plastique dans les océans serait des microplastiques (Eriksen et al.,
2014). La theése de Bringer en 2022 s’est notamment intéressée aux effets des microplastiques
retrouvés dans les Pertuis Charentais sur les stades précoces et tardifs de 1’huitre creuse. Les
microplastiques étudiés sont le PP, le PVC et ’'HDPE, polymeéres constituant respectivement
les coupelles, les tubes de captage et les poches ostréicoles. Méme si d’aprés I’'UICN (2017), la
contamination du milieu marin par les microplastiques est a 98% d’origine terrestre, ces 3
polymeres font partie des principaux constituants pour tous types de plastiques (Boucher &
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Friot, 2017). De plus, les Pertuis Charentais concentrent une grande partie de la production
ostréicole, de ce fait la contribution de source marine a la pollution plastique peut étre plus
importante dans cette zone. L’auteur de la these a alors observé que ces polymeres favorisaient
la proportion de larves-D malformées et que pour le stade pédivéligére il y avait une réduction
du taux de fixation et de la croissance.

Si les publications discutant des effets des ETM, des pesticides et des microplastiques ne
mentionnent pas directement des mortalités accrues malgré des effets avérés sur la croissance
et le développement, ce n’est pas le cas des publications traitant des micro-organismes. Il est
bien établi que les micro-organismes peuvent provoquer des mortalités significatives tant dans
les élevages que dans le milieu naturel. C’est notamment le cas du virus ostreid herpesvirus
type 1 (OsHV-1) ou des bactéries du genre Vibrio, comme V. coralliilyticus (Elston et al.,
2008), V. tubiashii (Tubiash et al., 1965) et V.splendidus (Sugumar et al., 1998). En effet, pour
sa publication Estes a isolé des souches de bactéries présentes en élevage larvaire d’huitres
creuses et elle a identifié 3 souches hautement pathogenes pouvant étre assimilées au genre
Vibrio. La pathogenicité de ces souches était observée au travers de la motilité et de la mortalité
des larves infectées dont les signes apparaissaient dés les premiéres 24H de la contamination,
avec une dose léthale 50 (DL50) a partir de 10*® UFC.mL! (Estes et al., 2004). Concernant
OsHV-1, le stade larvaire est le stade le plus sensible chez I’huitre creuse. La premiere
observation de OsHV-1 chez cette espéce en France date de 1992, a la suite de fortes mortalités
dans les écloseries francgaises comprises entre 90% et 100% (Renault et al., 1994). Aujourd’hui,
plusieurs stratégies sont étudiées pour atténuer les effets de ce virus comme le développement
de programme de sélection ou encore I’optimisation des pratiques d’élevage (Rodgers et al.,
2019).

c. Leprojet ALADIN

C’est dans ce contexte que le projet Amélioration des performances en élevages larvaires
d’invertébrés marins (ALADIN) porté par 1’Ifremer, et notamment par 1’unité Expérimentale
Mollusques Marins Atlantique (EMMA), a vu le jour (Annexe I). L’unit¢é EMMA a pour rdle
de « proposer des moyens expérimentaux pertinents pour I’ensemble des unités de recherche
travaillant sur les mollusques marins » (Ifremer, 2023). Cette unité integre deux plateformes
expérimentales mollusques marins a savoir la PMMLT, située a la Tremblade en Charente-
Maritime et la PMMB, située a Bouin en Vendée. A la suite de mortalités observées en élevage
larvaire d’huitres creuses sur les deux plateformes, deux analyses des causes, réalisées en
concertation avec les équipes concernées (Morin et al., 2023 ; Frangois et al., 2023), ont permis
d’identifier plusieurs causes pouvant provoquer ces mortalités. Parmi ces causes potentielles,
les deux plus probables ont eté étudiées lors du projet ALADIN, a savoir les ETM et les
communautés bactériennes. L’IFREMER étant divisé en plusieurs unités, ce projet fédere 5
unités aux compétences complémentaires. Des mortalités récurrentes ayant été également
observées en production expérimentale d’huitres plates, Ostrea edulis, a I’Alfred Wegener
Institut (AWI) et I’Université de Rostock en Allemagne, ces deux entités apportent leur
expertise sur le modéele de I’huitre plate.



En ce qui concerne les ETM, les expérimentations sont réalisées au sein des installations de la
plateforme expérimentale de Bouin (PMMB) par I'unit¢ Contamination Chimique des
Ecosystemes Marins (CCEM) et ’'unit¢ EMMA fournit les moyens expérimentaux. L’unité
CCEM « développe des connaissances scientifiques sur le transfert et les effets biologiques des
contaminants chimiques dans les écosystemes marins » (IFREMER, 2024). Dans le cadre du
projet, I’'unité CCEM est en charge du volet analytique, de la réalisation et du suivi de tests
écotoxicologiques.

En ce qui concerne les communautés bactériennes, les expérimentations sont effectuées au sein
des installations de la PMMLT en collaboration avec I’unité Adaptation Santé des Invertébrés
Marins (ASIM) et 'unité EMMA fournit les moyens expérimentaux. L’unité ASIM « a pour
principaux objectifs de comprendre voire anticiper les émergences d’organismes pathogeénes et
de comprendre comment les invertébrés marins s’adaptent aux changements
environnementaux, la diminution de la biodiversité et 1’altération de la qualité des
écosystemes » (IFREMER, 2024). Lors du projet, I'unit¢é ASIM s’occupe du volet
zootechnique, du plan d’expérimentations et d’échantillonnages et des analyses en
metabarcoding.

Enfin, I’'unité SeBiMER est en charge de la définition des plans expérimentaux de sequencage
et de I’analyse bio-informatique des données de metabarcoding.

Quant a la cinquiéme unité, I’'unité LEAD-NC, ayant déja conduit une démarche similaire sur
leurs élevages de crevettes, 1’unité agit en tant qu’expert pour partager son expérience.

2. Lesujet d’étude

Le sujet d’étude correspond au volet « communauté bactérienne » du projet ALADIN, dans
lequel j’ai travaillé au sein de la PMMLT (unit¢ EMMA) en collaboration avec les unités ASIM
et SeBiMER. La problématique du volet découle d’un questionnement autour des causes
pouvant favoriser ou desservir le développement de bactéries. Ces communautés bactériennes
peuvent provenir de différents compartiments : de 1’eau de mer (EDM), en fonction de sa
qualité, du phytoplancton, en fonction des conditions de culture et du microbiote des parents.
En outre, les compartiments EDM et phytoplancton ont déja été identifiés comme principales
sources d’infection par des bactéries pathogénes par une publication de Genard en 2011. Pour
lutter contre ces pathogenes, les écloseries se tournent vers les antibiotiques dont 1’usage peut
devenir systématique lorsque les lots sont sensibles. C’est notamment le cas des lots
cryoconservés. Cependant, I'utilisation d’antibiotiques développerait une antibiorésistance
(Laroche et al., 2018) et perturberait le microbiome de I’huitre ce qui pourrait conduire a une
diminution du succés de la métamorphose (Pernet et al., 2006). La surconsommation des
antibiotiques que ce soit en médecine humaine ou vétérinaire a favorisé 1I’apparition de souches
bactériennes résistantes dans tous les écosystémes, les rendant ainsi moins efficaces. Cette
question de santé publique est au cceur des préoccupations de I’approche « One Health » qui
consiste a lier santé humaine, animale et environnementale en une seule santé unifiée. Ainsi,
cette approche globale a conduit en France a la mise en place de plan de prévention et de
surveillance. Par la suite en janvier 2022, le reglement 2019/6 du Parlement européen et du
Conseil a été mis en vigueur. Parmi d’autres mesures, celui-ci stipule que « les médicaments
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antibiotiques ne devraient étre utilisés a des fins prophylactiques que dans des cas exceptionnels
et uniqguement pour un animal déterminé ». 1l semble alors impératif pour les élevages de
trouver des alternatives a 1’utilisation de ces produits, notamment pour ceux qui en faisaient
une utilisation a titre prophylactique. De ce fait, jouer sur les méthodes d’élevage plutot que
recourir aux antibiotiques pourrait étre une voie d’amélioration des performances larvaires ainsi
qu’une maniere de freiner le développement de pathogeénes.

Des recommandations zootechniques ont été formulées a travers un guide pratique édité par la
FAO en 2004, notamment concernant le changement d’eau des bacs et les densités d’¢levages.
Les auteurs préconisent un changement d’eau tous les 48h et des densités d’élevage comprises
entre 10 a 20 larves.mL* lorsque les larves sont au stade « larve D ». IIs s’appuient notamment
sur des expérimentations réalisées en 1977 lors desquelles ils avaient constaté que la croissance
était fonction décroissante de la densité larvaire (Helm & Millican, 1977). Depuis 2004, peu
de publications se sont intéressés aux effets des parametres zootechniques en élevage larvaire
de bivalves.

En 2008, un manuel technique sur la production en écloseries d’huitres, applicable a toutes les
especes du genre Crassostrea, est rédigé (Wallace et al., 2008). De nouveau, les auteurs
recommandent des densités d’élevage au premier stade larvaire de 10 larves.mL! et un
changement d’eau toutes les 48h. Cependant, cette fois-ci un changement d’eau toutes les 24h
est préconisé a mesure que les larves approchent de la fin de leur cycle larvaire. En 2009, une
publication portée par Antonio et al. a étudié les effets de la salinité, de la densité et du
changement d’eau sur la croissance et la survie de I’huitre de palétuvier (Crassostrea
rhizophorae). Concernant le changement d’eau, ils avaient sélectionné 3 modalités : toutes les
24h, toutes les 48h et toutes les 72h. A la fin de 1’¢levage ils ont conclu qu’un changement
d’eau toutes les 48h ou 72h offrait une meilleure survie et une meilleure croissance aux larves.
Pour ce qui est de la densité, lorsque la larve était au stade de « larve-D », les bacs d’¢élevage
contenaient soit 3, 6 ou 12 larves.mL! et pour une larve umbonée, environ apres 7 jours
d’élevage, les bacs contenaient 2, 4 ou 8 larves.mL1. Au stade de « larve-D », ils ont observé
que la croissance était favorisée lorsque les densités étaient les plus faibles. Aucune tendance
n’a pu étre dégagée de la croissance au stade de larve umbonée. Ainsi, les mémes conclusions
ont été tirées par les trois publications sur des especes d’huitres différentes mais appartenant au
méme genre. Une mise a jour des recommandations au regard des préoccupations actuelles
semble pertinente.

C’est la raison pour laquelle, I’objectif de ce stage est d’optimiser 1’élevage larvaire
expérimental d’huitres creuses (Magallana gigas), en vue de limiter le développement de
communautés bactériennes pathogenes. Pour cela, deux sous-objectifs ont été déterminés. Le
premier est la mise en évidence de I’effet des optimisations zootechniques sur les performances
larvaires. Le second est la caractérisation des communautés bactériennes présentes dans 3
compartiments : EDM, larves et phytoplancton en fonction du traitement antibiotiques en
utilisant le metabarcoding 16S. Les hypotheses suivantes ont pu étre avanceées :

(1) Les conditions favorisant les performances larvaires pourraient é&tre 1’utilisation
d’antibiotiques, une densité réduite de moitié et un changement d’eau quotidien des

bacs.
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(2) Les communautés bactériennes varieraient en diversité et en abondance en fonction des
conditions d’¢levage et du temps d’¢levage mais également en fonction des
compartiments étudies.

II. Matériels et méthodes
1. Matériel biologique

Les larves d’huitres creuses, Magallana gigas, ont été produites a partir des lots de géniteurs
en maturation a la PMMLT. Ces géniteurs ont été maintenus dans des clayettes, placées dans
des auges de 250L a flux ouvert. La gamétogénese a été réalisée en maintenant les géniteurs a
une température de 20°C et en leur fournissant une alimentation ad libitum, principalement
composée de Skeletonema marinoi (RCC 75) cultivée a la PMMLT. Les geéniteurs utilisés
étaient agés de 2 ans et pesaient entre 50 et 60 grammes.

Lors du premier élevage larvaire, les géniteurs provenaient du lot ASI-LT, adulte standardisé
Ifremer croisé a la Tremblade avec des géniteurs d’écloserie d’Argenton, et avaient 8,5
semaines de maturation. La ponte a été effectuée le 20/02/2024.

Lors du deuxiéme élevage larvaire, les lots ASI, adulte standardisé Ifremer, et LF-PMMLT,
adultes issus de la reproduction d’huitres venant du parc ostréicole nommé la Floride (commune
de la Tremblade), ont été utilisés et avaient 6,5 semaines de maturation. La ponte a été effectuée
le 15/04/2024, avec 20 géniteurs, 10 males et 10 femelles.

Dans les deux cas, les gametes ont été récupérés par stripping et une fécondation en masse a été
réalisée en regroupant les ovocytes de toutes les femelles qui ont été fécondés par un mélange
de sperme de tous les males (pooling). Enfin, apres la fécondation, 3 000 000
d’ovocytes/embryons ont été ajoutés dans chaque bac d’élevage larvaire.

En ce qui concerne 1’¢levage larvaire, celui-ci s’est fait en statique dans des bacs cylindro-
coniques de 30L. La température de la salle était thermorégulée a 24°C afin de maintenir la
température de 1’eau de mer proche de cette valeur. Au préalable, ’eau entrant dans la
plateforme expérimentale est filtrée sur un média de type verre avec une finesse de filtration de
5 a 10 microns puis elle passe par un stérilisateur UV-C de 80 mJ.cm2 (Girardin & Morin,
2020). Ensuite, I’eau de mer rentrant dans la salle d’élevage traverse un stérilisateur UV-C a
une dose de 33 mJ.cm2 puis 2 filtres mécaniques, un filtre a poche de 1 um et un filtre a
cartouche de 1 um. Les larves étaient alimentées quotidiennement par ajout de Tisochrysis lutea
(RCC 1349) puis Thalassiosira weissglogi (RCC 76) était ajouté a la ration a partir de J5
(Annexe I1). Avant cela les larves ne peuvent pas ingérer cette espéce de phytoplancton en
raison de sa taille égale a 10 um par rapport a Tisochrisis lutea qui mesure en moyenne 6 pm
(RCC). L’O2 était contrdlé par un systeme de bullage d’air dans les bacs pour obtenir entre 6,5
et 7,5 mg/L d’oxygene dissous (Helm et al., 2004).

2. Designs expérimentaux



Le premier élevage s’est déroulé du 20 février au 8 mars 2024 et le second du 15 avril au 03
mai 2024. Le second élevage est une reproduction du premier, c’est-a-dire que les 3 mémes
facteurs ont été testés. Ainsi, le design expérimental suit la Figure 1. La disposition des bacs
dans la salle était cependant différente entre les deux élevages (Annexe Ill et V)

~ -

e

3 réplicats par essai Légende :

Facteur Antibiotique

A = Antibiotique

PA = Sans Antibiotique

Facteur Changement d'eau

3X =3*/semaine (lundi, mercredi et vendredi)
Q = Quotidien

Facteur Densité

100 = Habituelle (a J1 300k puis a J7 100k)

50 = Divisiée par 2 (a1 150k puis a J7 50k)

Figure 1 - Design expérimental commun aux deux élevages larvaires

Les trois facteurs testés lors des élevages comportaient 2 modalités. Pour obtenir un plan
complet, il faut alors avoir un croisement de chacune de ces modalités, soit un total de 8 essais
(2%). Enfin, chaque essai était répliqué par trois bacs larvaires de 30L, soit un total de 24 bacs
utilisés pour chaque élevage.

- Le facteur « changement d’eau » : habituellement a la PMMLT, le changement d’eau
des bacs larvaires se fait 3 fois par semaine, les lundis, mercredis et vendredis, ce sont
les essais comportant 1’appellation « 3x ». Les autres essais ont recu un changement
d’eau quotidien pendant toute la durée de 1’élevage (Q).

- Le facteur «antibiotique » : dans les bacs portant la mention « A», 4.5mL
d’antibiotique, Gentamicine 4% (Virbac™) prescrit par le vétérinaire, était ajouté le
matin aprés chague changement d’cau. Les bacs portant la mention « PA » n’ont pas
regu d’antibiotiques. La gentamicine est un antibiotique a large spectre actif contre les
bacilles & Gram négatif et les bacilles & Gram positif (VIDAL, 2016).

- Le facteur « densité » : une densité réduite de moitié a été mise en place dans les bacs
avec le numéro « 50 ». Par la méme occasion, la quantité de phytoplancton ajoutée dans
les bacs larvaires a été divisée par 2 pour cette modalité. Habituellement a la PMMLT
la densité est ajustée a 300 000 larves par bac (10 larves/mL) au premier jour d’élevage
(J1) puis ce nombre est réduit a 100 000 (3 larves/mL) au septieme jour (J7).

Les deux élevages larvaires ont été conduits de la méme maniére. Une fois les ovocytes
fécondés, ils ont été répartis dans les bacs d’élevage au nombre de 3 000 000 par bac et de
I’antibiotique a été ajouté dans les bacs concernés. A partir de J1, les embryons sont devenus
des larves-D et chaque bac a été remis a densité pour avoir soit 300 000 larves pour la modalité
« 100 », soit 150 000 larves pour la modalité « 50 » (Figure 2). Lors des remises a densité ou
des changements d’eau, les larves ont été récupérées sur des tamis dont la maille varie en taille
en fonction du jour d’¢levage. La maille devient de plus en plus large au fur et a mesure que la
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larve croit (Annexe V). Les larves n’ayant pas atteint la taille souhaitée, selon des tailles de
référence, ne sont pas retenues sur le tamis et sont considérées comme « la queue de lot ». Elles
ont alors été jetées. A J1, le vélum, organe cilié, va alors se former et permettre a la larve de
nager dans la colonne d’eau et de s’alimenter en phytoplancton (Helm et al., 2004). C’est
également a partir de ce jour que les larves ont commencé a étre nourries et que tous les facteurs
ont été mis en place. A J7, une nouvelle remise a densité des larves a été opérée lorsqu’elles ont
atteint le stade de larves umbonées, avec soit 100 000 larves soit 50 000 larves par bac pour les
conditions « 100 » et « 50 ». A partir de J14 et jusqu’a la fin de 1’élevage, une partie des larves
ont atteint le stade pédivéligére, reconnaissable par le développement d’un pied et d’un ceil, et
elles sont devenues compétentes a la fixation et & la métamorphose (Ben Kheder, 2017). La
compétence a la fixation reléve d’un changement de comportement puisque les larves vont
passer d’une phase planctonique a une phase benthique sessile en se fixant a un substrat, tandis
que la compétence de métamorphose reléve d’un changement morphologique puisqu’une fois
fixée les larves perdront leur pied et le velum se résorbera pour laisser place aux branchies
(Bayne, 2017). De ce fait, les larves ont été triees en fonction de leurs tailles, celles qui sont
retenues sur une maille de 220 pm sont parties en salle de micro-nurserie pour fixation sur de
la micro-brisure, et les autres de tailles inférieures ont été recoulées en élevage larvaire. Lors
de ces dates clés, le comptage des larves pour les remises a densité et pour les envois en fixation
a été utilisé pour les indicateurs de performances larvaires. Pour plus d’informations sur la
conduite d’élevage larvaire, un protocole est détaillé en Annexe VI.

Jo i | T 17 J14 Jfin

Fécondation  Changement Changement d'eau Changement Changement d’eau Changement d'eau C'hangement
d'eau quotidien ou tous les deau quotidien ou tous les Début de Fenvoi d'eau
Remise 3 lundis, mercredis et Remise & lundis, mercredis et en micronurserie Fin d’envoi en
densité vendredis densité vendredis pour la fixation fixation

Changement d’eau quotidien ou
tous les lundis, mercredis et

o vendredis
.’) Envoi en fixation
Prodissoconque Il

Larve umbonée (17 — ~
B, 138um)

T T T~

/‘/// s Larve pédivéligére

Prodissoconque |/~ » ™ oeillée (J13 —273um)
\

Larve D (J1-76um) ,/ \
,’ Développement larvaire de‘l <+— METAMORPHOSE
| M.gigas |

I
\ i

Naissain ()28 -1mm)

QOvocyte fécondé

Figure 2 - Etapes d'un élevage larvaire d'huitres creuses, M.gigas, en se basant sur son cycle de développement

Les parametres physico-chimiques étaient mesurés chaque matin a 1’aide d’un appareil
multiparameétre (Multi 3630 IDS) raccordé métrologiquement au Systéme International d’unités
Sl et sur lequel était branché une sonde O2 dissous (FDO 925), une sonde pH (Electrode Sentix
940-3, pH de 0 a 14) et une sonde pour la salinité (Tetracon 925). La température était également
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suivie grace a deux thermo boutons (Plug&Track) relevant la température toutes les 30 minutes,
I’un placé dans un bac avec changement d’eau 3 fois par semaine et ’autre dans un bac avec
changement d’eau quotidien.

3. Indicateurs de performances larvaires

Pour évaluer D'effet des facteurs sur les performances larvaires, 4 indicateurs ont été
sélectionnés : le taux d’éclosion, le taux de survie, le taux de fixation et la croissance.

Le taux d’éclosion se calcule de la maniére suivante :

_ Nblarves]1 _
TXecrosion = Nbovocytes Avec Nbgyoeytes = 3 000 000

Il permet de déterminer le nombre d’ovocytes fécondés ayant atteint le stade de larves-D. Le
nombre de larves a J1 est compté avant la remise a densité.

Le taux de survie se calcule de la maniére suivante :
TXgyrvie = Surviey yy; X Survieysy rin

Nbcomptéesﬁ

szurvie -

x NPcomptéesifin_ guaeNp ;1 =300 000 ou 150 000

Nbremisédensité]l Nbremisédensitéﬁ

Nbremis?adensitéﬁ =100 000 ou 50 000

Etant donné que la survie larvaire commence a étre calculée apres la premiere remise a densité
a J1 et que par la suite, une remise a densité a J7 a lieu, la survie est alors le produit de deux
survies séquentielles. Les larves ont été comptées a J7 et a Jfin.

Le taux de fixation se calcule de la maniére suivante :

Nblarvesfixées

TXfixation =
fixation Nbenvoyéesfixation

Il correspond au nombre de larves ayant fixées a la micro-brisure sur le nombre de larves qui a
été envoyées en micro-nurserie pour fixation.

Tous les comptages ont eté effectués en triplicats pour réduire les erreurs aléatoires, ce qui
donnent 72 comptages par indicateur (24*3). Les comptages suivent le protocole en Annexe
VI.

Quant & la croissance, elle a été estimée en mesurant le diameétre maximal des larves de chaque
bac a partir d’un prélévement de 1mL a J1, J7 et J14. Dans chaque prélevement, 200 uL de
formol & 36% était ajouté pour fixer les larves. La taille des larves a été estimée au microscope
numérique Keyence, pour chaque bac, 30 larves prélevées étaient prises en photo. Ces photos
ont été traitées sur le logiciel ImageJ afin d’obtenir la taille maximale de chaque larve. Depuis
ce logiciel, une macro a été développée pour optimiser le traitement d’images et automatiser le
calcul du diametre (Annexe VII).

4. Echantillonnage pour le metabarcoding

Comme évoqué précédemment, les analyses se sont faites sur des prélevements provenant de 3
compartiments : EDM, larves et phytoplancton (Tableau 1). Seulement 2 essais ont été analysés
a savoir : A3x100 et PA3x100, ce qui correspond aux conditions habituelles d’élevage avec ou
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sans antibiotiques. Les préléevements de chaque compartiment ont été faits a la méme date a J1,
J7 et J14, correspondant respectivement aux stades de larves-D, umbonées et pédivéligéres. Ils
ont systématiquement été réalisés avec du matériel stérile.

Pour le compartiment « EDM », le bac larvaire a été vidé, et 800 mL d’ecau de mer « usagée »
du bac ont été prelevés au travers d’un tamis de maille 20 um pour retirer les déchets pouvant
perturber la future filtration. En plus, aux 3 dates, 800mL d’eau de mer en sortie de tuyau ont
également éte prélevés, agissant en tant que témoin de la qualité de 1’eau entrante dans le
systeme. Ces 800 mL ont ensuite été passés sur rampe de filtration avec un filtre de 0,2 um. Ce
filtre était ensuite découpé en 4 morceaux répartis dans 4 tubes distincts et stockés a -80°C.

En ce qui concerne le compartiment « larves », en moyenne 10 000 larves étaient prélevées par
bac. Les tubes étaient centrifugés rapidement pour éliminer le surnageant, puis plongés dans de
I’azote liquide pendant quelques secondes. Enfin, ils étaient stockés a -80°C.

Pour finir, le phytoplancton apporté le jour méme a été prélevé dans trois tubes de 15mL. Les
tubes sont ensuite passés a la centrifugeuse a 4 000G pendant 10 minutes. Le surnageant est
éliminé et les tubes sont conserveés a -80°C.

Tableau 1- Nombre d'échantillons prélevés pour les essais A3x100 et PA3x100 destinés au metabarcoding 16S

1 1 1 1 1 1
Date E J1 E J7 E J14 : J1 E J7 E J14 i

[} 1 1 ! 1 1 1
Compartiment EDM ' ? : ? i 3 ; ’ : ’ : 3 ]

i 8 i i i 3 i i 1
Compartiment larves ] 1 3 : 3 : i 3 ] 3 ,
Compartiment E 3 E 3 E 3 i 3 E 3 E 3 '
phytoplancton ] i i . i ]

+ EDM contréle

5. Metabarcoding 16S: extraction d’ADN, PCR et séquencage long-read
Les analyses de metabarcoding n’ont été faites que pour le premier élevage ALADIN.

Les extractions d’ADN ont été réalisées avec le kit DNeasy PowerWater (Qiagen™) pour les
22 échantillons EDM et avec le kit DNeasy PowerSoil (Qiagen™) pour les 18 échantillons de
larves et 9 de phytoplancton en suivant le protocole du fabricant. Un témoin d’extraction était
systématiquement effectué lors de chaque extraction. Les concentrations d’ADN résultantes
étaient vérifiées au photométre Nanodrop™, pour avoir une approche qualitative, puis au
fluorimetre Qubit™, pour avoir une approche quantitative.

La Polymerase Chain Reaction (PCR) a éte réalisée en amplifiant le gene codant pour I’ARNr
16S, commun a I’ensemble des bactéries. En effet, ce gene possede des régions communes a
toutes les bactéries, ce qui permet d’y accrocher des amorces universelles, mais également des
régions spécifiques permettant de discriminer I’unité taxonomique des bactéries. Etant donné
que le séquengage est en long read, I’ensemble du géne, des régions V1-V9, a été amplifié. La
PCR a été effectuée dans un volume de 50 puL comprenant : 1 pl d’un couple d’amorces, amorce
reverse (CGG-TTA-CCT-TGT-TAC-GAC-TT) et amorce forward (AGA-GTT-TGA-TCM-
TGG-CTC-AG), spécifiques au gene 16S bactérien a amplifier et permettant également de
limiter I’amplification du 16S des chloroplastes, trés proche du 16S bactérien (Laroche, 2018),
25uL de polymérase LongAmp Taq 2x, 20uL d’eau milliQ autoclavée et 4 uL. d’ADN
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d’échantillons dilués a 5 ng.puL?. Le programme du thermocycleur était le suivant : 5 mins a
95°C, puis 30 cycles de 20 sec a 95°C, 1min30 a 55°C, 1min30 a 65°C, et une élongation finale
a 65°C pendant 5 mins (Figure 3). Chaque PCR incluait un controle.

1
5 ming i 33°C o
P pour scthver s 1 30w
r_‘\“““ \\ 100 | Tag + i 95T
1 pl demorce forward o reverss ) > 3 -
o | E ‘.-'v.ﬁil:E 5 e
254l de polymrérase Longamp - BBITC - 83°C
Tag X g . : 1 rmin 30 H
H L : b 550
- 20 . sy milli) sutoclvde ';
i
dyl dextraction dADN o
diéchantilon diliué & 5§ ng.pl"
50 pL W I— L] L
Melange reactionnel Programme du thermocycleur

Figure 3 - Etapes du protocole de Polymerase Chain Reaction suivi pendant cette étude

Ensuite pour la préparation au séquencage le kit Native Barcoding 24 V14 (Nanopore™) a été
utilisé en suivant le protocole du fabricant. Les produits de PCR, d’environ 1600 paires de
bases, ont été purifiés avec les billes AMPureXP (Beckman Coulter™) puis quantifiés au Qubit
pour par la suite ajuster la quantité d’amplicons a 20 fmol. Avant d’étre regroupé dans un seul
et méme tube, un barcode est associé a chaque échantillon par une ligase, NEB Blunt/TA Ligase
Master Mix. Puis I’adaptateur NA est fixé aux extrémités par la ligase, NEB Ligase T4 Quick,
ce qui permet une reconnaissance des séquences par le sequenceur (Figure 4). Enfin, la librairie
ainsi formée a été chargée dans une flowcell séquencée avec MINION pendant 72h.

High molecular weight gDNA

Optional l
fragmentation

Combined FFPE repairl
and end-prep

@, -
A ©

~140 min Ligation of k
barcodes

Ligation of k -
sequencing adapters

@
% Loading
Figure 4 - Protocole SQK NBD 114-24 adapté pour le kit Native Barcoding 24 V14

6. Analyses en bio-informatiques

Les données de séquencage ont été transferées sur le cluster de calcul, DATARMOR,
permettant ainsi a I’'unité SeBimer de lancer les analyses en bioinformatiques au travers du
workflow qu’ils ont développé: SAMBA, Standardized and Automated MetaBarcoding
Analyses workflow. Avant traitement des séquences par SAMBA, les données ont été
basecallees et démultiplexées. Pour associer une séquence a un taxon, la base de référence
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choisie est SILVA. Elle est préférée aux autres bases car SILVA est plus compléte et mise a
jour régulierement. Le workflow a été lancé en paramétrant 3 variables : Antibiotique, Jour
d’¢levage et Compartiment, pour lesquelles il pourrait y avoir un effet sur la diversité des taxons
dans les échantillons.

Apres traitement par SAMBA, un tableau de comptage est obtenu qui contient en colonnes les
échantillons et en lignes les taxons. Ce tableau est ensuite retraité grce au package R
« microDecon » (McKnight et al., 2018) pour supprimer les contaminants correspondant
notamment aux séquences qui sont seulement présentes dans les témoins, témoin d’extraction
ou de PCR. Les séquences associées aux chloroplastes ont également été écartées puisqu’elles
ne sont pas étudiées ici.

7. Analyses statistiques
a. Données de performances larvaires

Les analyses statistiques ont été réalisées sur le logiciel Rstudio en utilisant le package « Ime4 »
(Bates et al., 2003). Le choix des mod¢les et des analyses s’est appuy¢ sur une publication de
Ernande et al. utilisant les mémes indicateurs de performances larvaires (Ernande et al., 2003).
Le taux d’éclosion, de survie et de fixation s’apparente a comparer un nombre de larves vivantes
a un nombre de larves mortes. Ces données peuvent alors étre codées sous forme binaire. Le
modeéle choisi est donc un modele de régression logistique binaire. Les paramétres du modele
sont estimés par REML, Maximum de Vraisemblance Restreinte et la fonction de lien est la
fonction logit. Les 3 facteurs et leurs interactions, double et triple, ont été inclus en effets fixes
dans le modele et 2 effets aléatoires imbriqués ont été ajoutés : le facteur Replicat et le facteur
Comptage. Le facteur Replicat est imbriqué dans 1’Essai qui est imbriqué dans 1’Effet fixe. Le
facteur Comptage est lui imbriqué dans le replicat et correspond au comptage effectué en
triplicat pour évaluer les effectifs. Pour optimiser le modéle, 1’effet aléatoire est retiré s’il
n’explique aucune variance. Le modele pour le taux d’éclosion ne prend en compte que le
facteur Antibiotique en effet fixe étant donné que c’est le seul mis en place pendant les 24
premieres d’heures de 1’¢levage.

En ce qui concerne la croissance, le modele choisi est un modele de régression linéaire mixte
effectué indépendamment pour les 3 dates de prelevements. A J1, seul le facteur Antibiotique
est pris en compte dans le modele. Cette fois-ci le seul effet aléatoire sélectionné est 1’effet
imbriqué du Réplicat dans I’Essai et dans I’Effet fixe. Les paramétres sont également estimés
par REML.

Une Analyse de Variance, ANOVA, de type Il a été conduite pour déterminer la significativité
des facteurs sur la variable dépendante en posant I’hypothése nulle Ho, Ho = « Le facteur X n’a
pas d’effet significatif sur la variable Y », qui est rejetée ou non a un niveau de confiance de
95%, niveau de confiance utilisée communément en aquaculture (Knud-Hansen, 1997).
L’ANOVA de type III permet de prendre en compte les interactions entre les facteurs. La
contrainte « cellule de référence » a été choisie pour comparer la significativité des facteurs par
rapport a PA3x100, représentant les conditions d’¢levage usuelles. Les hypothéses sur les
résidus ont quant a eux été estimées graphiquement.

b. Données de metabarcoding
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Les analyses ont été réalisées sur Rstudio principalement avec les packages « phyloseq »
(McMurdie & Holmes, 2013) et « metaBmisc » (Noél, 2024). Pour analyser ces données, deux
types de diversité ont été étudiées, 1’apha diversité qui rend compte de la diversité au sein d’un
échantillon et la beta diversité qui compare la diversité entre les échantillons (Laroche et al.,
2018).

Concernant I’alpha diversité, la richesse spécifique a d’abord été étudiée par I’indice Chaol
dont la formule est la suivante :

512

Chaol = Sobs + > X S2

avec Sobs = richesse spécifique observée
S1 = taxons avec une abondance de 1

S2 = taxons avec une abondance supérieure a 1

La diversité spécifique a ensuite été étudiée. Comparée a la richesse spécifique qui correspond
au nombre de taxons présents dans un échantillon, la diversité spécifique tient compte de
I’abondance de chacun de ces taxons. Pour représenter cette diversité, 2 indices
complémentaires ont été sélectionneés : 1’indice de Shannon (H’) et I’indice de Pielou (J°).

s
H' = —Zpi % log pi
=1

Abondance de taxons

AVEEPL = Ubondance totale des taxons dans U'échantilon
J—_
In Sobs

L’indice de Pielou rend compte de 1’équitabilité, plus I’indice est proche de 1 plus les
abondances entre les taxons sont homogénes (Noél, 2023).

Concernant la beta diversité qui compare la diversité entre les échantillons, la représentation en
Positionnement multidimensionnel non-métrique (NMDS) a été choisie pour explorer les effets
du traitement antibiotique et du jour d’élevage. Cette méthode d’ordination permet de
représenter les distances entre les échantillons sur un plan en 2D ce qui peut conduire a une
Iégere distorsion des distances. La qualité de I'ajustement du NMDS est évaluée par la mesure
du stress : si celui-ci dépasse 0,2, la qualité de la représentation est jugée insuffisante (Noél,
2023). Pour compléter cette représentation, une analyse en composantes principales (ACP) a
été réalisée pour chaque compartiment pour visualiser quels taxons expliquent les différences
entre les échantillons. Pour la représentation en NMDS, les distances entre les échantillons ont
été calculées par la méthode de Bray-Curtis.

P _lyik — yjk|

dij (Bray Curtis) = - -
j (Bray ) Vit

ouyi et yj représentent I'abondance totale des sites i et .

Avant de calculer ces distances, les données ont été normalisées pour les rendre comparables.
La normalisation s’est faite par raréfaction, méthode qui consiste a réduire le nombre de
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séquences pour chaque échantillon afin qu'il soit équivalent au nombre de séquences de
I'échantillon le plus pauvre. 1 000 itérations ont été lancées pour rendre la méthode plus robuste.
En plus, la significativité des effets du traitement antibiotique et du jour d’élevage a été testée
pour les 3 compartiments par une analyse de variance par permutations (PERMANOVA), test
non paramétriqgue communément utilisé pour les matrices de distance (Anderson, 2017). Cette
PERMANOVA a été réalisée sur la matrice de distance de Bray-Curtis mais également sur celle
de Jaccard, qui calcule les distances en fonction de la présence/absence des taxons dans chaque
échantillon. L’hypothése Ho posée est que les centroids des groupes définis par les variables
explicatives sont identiques dans I'espace de la distance.

I1l.  Résultats
1. Elevage larvaire n°1 : du 20 février au 8 mars 2024

Le relevé des paramétres physico-chimiques a permis de vérifier que 1’O2 dissous et le pH se
trouvaient dans les gammes de tolérance de I’espéce, a savoir respectivement 7,093 mg.L*
[7,079; 7,107] et 8,059 [8,054 ; 8,063]. En effet, I’huitre creuse peut supporter un pH compris
entre 6,1 et 8,1 et n’est pas limitée par I’oxygéne (Corporeau et al., 2019). La salinité a quant a
elle fortement fluctué au cours de 1’¢levage, allant de maximum 31,7 8 J5 & 22,9 a J16 (Annexe
VIII). L’huitre creuse tolére des salinités comprises entre 10 et 35 mais sa croissance est
optimale aux alentours de 20 et 25 (Sakai et al., 2001).

a. Effet des trois facteurs sur les performances larvaires

Le taux d’éclosion

Pour ce premier élevage larvaire, le taux d’éclosion moyen était de 26,60 % [25,44 ; 27,77]. A
ce stade, il est possible de comparer le taux d’éclosion des larves ayant regues un traitement
antibiotique (n = 36) et celles n’en n’ayant pas recues (N = 36). D’aprés la Figure 5, les
moyennes ne mettent pas en avant de différences significatives, ce qui est confirmé par une
ANOVA (p =0,72).

40

30

Antibiotique

B ea
LK

20

Taux d'éclosion moyen (en %)

PA A
Antibiotique

Figure 5 - Moyenne du taux d'éclosion pour la condition avec antibiotiques (A) et sans antibiotiques (PA). Les barres
d’erreur représentent les intervalles de confiance a la moyenne a 95%.
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Le taux de survie

Le taux de survie moyen pour I’ensemble des bacs est de 43,94 % [38,90 ; 48,99]. La Figure 6
met en évidence de fortes variations entre les différents essais. Un maximum supérieur a 100%
est observé pour 2 réplicats sur 3 de I’essai A3x50 et 1 réplicat pour I’essai PA3x50. La survie
larvaire est meilleure pour les essais avec une densité réduite de 50% (53,08 % [44,55 ; 61,61])
par rapport a ceux avec une densité de 100% (34,80 [30,96 ; 38,65]). Statistiquement, 1’effet du
facteur « Densité » est significatif (p-value = 0,012). Une densité réduite favoriserait la survie
des larves. Par ailleurs, cet effet est significatif méme lorsque les 3 outliers sont retirés du jeu
de données. Cependant, le choix de conserver ces outliers a été fait car cette surabondance de
larves peut avoir été amenée dans les autres bacs sans pour autant que cela ne soit observable.
En effet, lors des remises a densités il est possible que certains bacs ne recoivent pas exactement
la quantité de larves standardiseée.

Le changement d’eau quotidien impacte négativement la survie des larves 32,8 % [28,3 ; 37,2]
comparé a un changement d’eau tous les 3 fois par semaine 55,11 % [47,4 ; 62,8]. Cependant,
le facteur « Changement d’eau » n’est pas significatif statistiquement, malgré les écarts
importants entre les moyennes.

Les survies moyennes entre les larves ayant recues un traitement antibiotique (43,39 % [35,59 ;
51,18]) et celles n’en n’ayant pas regues (44,50 % [37,68 ; 51,31]) different trés peu.

Statistiquement, il n’y a pas non plus d’effet significatif de ce facteur.
125
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Figure 6 - Taux de survie moyen (en %) par essai pour le premier élevage larvaire. Chaque boxplot correspond a 3
réplicats pour lesquels 3 comptages ont été faits (n=9).

Le taux de fixation

En ce qui concerne le taux de fixation, il est en moyenne de 67,21 % [63,48 ; 70,95]. La Figure
7 montre de fortes variations entre les essais avec une médiane a 82 % pour 1’essai AQ50 et une
médiane a 44 % pour I’essai A3x50. En moyenne, 73,43 % [67,80 ; 79,06] des larves ayant subi
un changement d’cau quotidien se sont fixées a la micro-brisure contre 61,17 % [56,88 ; 65,45]
des larves ayant subi un changement d’eau 3 fois par semaine. La densité réduite a également
favorisé la fixation puisque le taux de fixation moyen est égal a 71,26 % [64,92 ; 77,59] pour
cette modalité contre 63,28 % [59,34 ; 67,21] pour une densité habituelle. Statistiquement,
I’interaction entre le changement d’eau quotidien et une densité réduite aurait un effet
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significatif positif sur le taux de fixation des larves (p-value = 0,021). Cependant, il est a noter
que sur la Figure 7, le taux de fixation des larves est supérieur a 100% pour 1’essai PAQS50, et
notamment pour 2 comptages des réplicats B et C. Lorsque ces deux comptages sont retirés du
jeu de données, I’effet de cette double interaction n’est pas significatif au seuil de 5% (p-value
=0.091). L’effet significatif sera toutefois retenu considérant que les deux valeurs de comptage
restent cohérentes par rapport aux deux autres comptages associés respectifs.

Les essais ayant recu un traitement antibiotique montrent des performances de fixation moins
bonnes (61,50 % [56,18 ; 66,82]) que ceux n’ayant pas regu de traitement (73,03 % [68,38 ;
77,79]). Cependant, le facteur « antibiotique » ne s’est pas révélé significatif (p-value = 0,42).
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Figure 7 - Taux de fixation moyen (en %) par essai pour le premier élevage larvaire. Chaque boxplot correspond a 3 réplicats
pour lesquels 3 comptages ont été faits (n=9).

La croissance

Pour finir, la taille moyenne des larves était de 76,98 um [75,85 ; 76,11] a J1, de 141,52 um
[140,57 ; 141,47] a J7 et de 280,30 um [277,72 ; 282,88] a J13. La Figure 8 souligne des
variations entre les essais au fur et a mesure du développement de la larve.

Au premier jour d’¢élevage, aucune différence n’est visible entre les essais. L’antibiotique n’a
pas d’effet significatif sur la taille des larves puisque les tailles moyennes ne différent que d’1
pum (A : 76,70 um [76,54 ; 76,87] et PA : 75,32 um [75,12 ; 75,52]) (ANOVA, p-value =0,17).

En revanche, a partir de J7, des disparités significatives se dessinent entre les essais. La taille
moyenne des larves provenant des essais ou le changement d’eau était effectué quotidiennement
est supérieure (145,38 um [144,64 ; 146,01]) a celles ou le changement d’cau était effectué 3
fois par semaine (137,27 um [136,57 ; 137,97]) (ANOVA, p-value = 0,00073).

A T’inverse, le facteur « Antibiotique » n’a pas d’effet sur la taille des larves (A : 140,75 pm
[140,02 ; 141,44] et PA : 141,47 um [140,70 ; 142,24]), ce qui est confirmé par ANOVA.

Iy a une différence entre les tailles de larves élevées en densité reduite (143,47 um [142,66 ;
144,28]) et celles élevées en densité habituelle (139,14 um [138,48 ; 139,80]) mais ce facteur
n’est pas significatif.
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A partir de J13, les mémes différences entre les essais sont observées mais les variations entre
les essais avec et sans changement d’eau quotidien sont exacerbées. L’effet positif du
changement d’eau quotidien est significatif (ANOVA, p-value = 0,037) par rapport a un
changement d’eau 3 fois par semaine.
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Figure 8 - Taille moyenne des larves (en pm) en fonction du jour d'élevage et des essais. La moyenne a été calculée sur 90
larves, soit 30 larves par réplicat. Les barres d’erreur représentent les intervalles de confiance a la moyenne a 95%
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b. Caractérisation des communautés bactériennes

Les résultats de séquencage ont montré une forte présence de chloroplastes, malgré 1’utilisation
d’amorces PCR pouvant limiter leurs amplifications. Les chloroplastes ont été amplifiés de
maniére préférentielle ce qui a pu perturber le reste des analyses. A I’avenir, si les prélévements
du second élevage sont utilisés pour du metabarcoding, il pourra étre intéressant d’utiliser
d’autres amorces (Laroche et al., 2018).

Entre les compartiments

Au total, 2 942 taxons bactériens ont été identifiés avec un nombre de séquences total de
15763 011 pour les 3 compartiments. La précision d’identification taxonomique a permis
d’aller jusqu’au genre, voire dans certains cas jusqu’a I’espece. Il est possible d’analyser ces
résultats de séquencage au regard de la variable « Compartiment ».

Le compartiment « EDM » a une plus grande richesse spécifique (Chaol = 779) que les deux
autres compartiments malgré un écart type important qui s’explique par la présence des
controles EDM dans le calcul (Tableau 2). Cependant, en s’intéressant a la diversité spécifique,
il est a noter que c’est le compartiment « Larves » qui a le meilleur indice de Shannon (H’ =
3,31) et que c’est le compartiment « Phytoplancton » qui a la meilleure équitabilité (J°= 0,71).
Les 5 genres bactériens les plus présents, tous compartiments confondus, sont:
Pseudoalteromonas, Nautella, Cognatishimia, Nioella et Fluviicola
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Tableau 2 - Diversité alpha pour les 3 compartiments « EDM », « Larves » et « Phytoplancton ». Les données entre
parentheses représentent les écarts types a la moyenne (adapté de Noél, 2024).

Chaol Shannon (H’) Pielou (J°)
EDM 779,74 (+/- 410 ,11) 3,26 (+/- 0,98) 0,52 (+/- 0,12)
Larves 460,53 (+/- 126,71) 3,31 (+/- 0,39) 0,56 (+/- 0,06)
Phytoplancton 100,54 (+/- 15,25) 3,16 (+/- 0,31) 0,71 (+/- 0,06)

D’apres la Figure 9, les échantillons provenant d’un méme compartiment sont proches en
distance et forment des groupes. 3 échantillons EDM sont plus éloignés des autres échantillons
du méme compartiment, ils correspondent aux 3 controles (EQ7, E14, E21) de la qualité de I’eau
de mer entrante en salle d’¢levage larvaire aux trois dates de prélévements. Le compartiment
« EDM » partage certains taxons avec le compartiment « Larves » et « Phytoplancton », tandis
que les compartiments « Larves » et « Phytoplancton » sont aux opposés sur le premier axe.
Statistiquement, les centroids des groupes sont distincts (p-value = 0,001), la variable
« Compartiment » a un effet sur la composition des communautés bactériennes.
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Figure 9 - Positionnement multidimensionnel non-métrique (NMDS) représentant les distances de Bray Curtis entre 36
échantillons selon la variable « Compartiment » (Noél, 2024).

Au sein de chague compartiment

Pour les compartiments « EDM », « Larves » et « Phytoplancton », 2 677, 1 156 et 140 taxons
bactériens ont été respectivement identifies.

Selon le Tableau 3, la richesse spécifique de I’EDM du milieu d’¢élevage décline plus 1’élevage
se poursuit. La méme chose est observée pour le compartiment « Larves » mais seulement
lorsqu’un traitement antibiotique est appliqué. En effet, lorsqu’il n’y a pas de traitement
antibiotique, la richesse spécifique est supérieure a J7 (511,07) par rapport a J1 (439,63).
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La richesse spécifique et la diversité sont favorisées par une absence d’antibiotiques pour les
deux compartiments, « EDM » et « Larves ». En effet, la richesse spécifique est de 859,30 a J1
pour un traitement antibiotique contre 1 053,93 a J1 sans traitement pour le compartiment
« EDM ». Un autre exemple, pour le compartiment « Larves », la diversité est de 2,59 a J14
avec traitement contre 2,94 sans traitement pour I’indice de Shannon et de 0,45 contre 0,51 pour
I’indice de Pielou.

Pour le compartiment « EDM », en se focalisant sur les échantillons ayant recu un traitement
antibiotique, la diversité (H’et J*) augmente entre J1 et J7 tandis que la richesse spécifique
diminue.

Il est a noter que les richesses spécifiques et les diversités les plus fortes sont observées dans
I’EDM entrant dans la salle d’¢levage (Contrdle).

Pour le compartiment « Phytoplancton », le jour d’élevage ne fait pas varier les résultats de
richesse spécifique ou de diversité.
Tableau 3 - Diversité alpha en fonction des variables « Antibiotique » et « Jour d’élevage » au sein des trois compartiments

« EDM », « Larves » et « Phytoplancton ». Les données entre parentheses représentent les écarts types a la moyenne (adapté
de Noél, 2024).

Chaol Shannon (H’) Pielou (J)
EDM
Antibiotiques J1 859,30 (+/-160,16) 2,46 (+/-0,16) 0,38 (+/-0,02)
J7 553,44 (+/-208,32) 2,70 (+/-0,09) 0,55 (+/-0,17)
J14 418,11 (+/-53,84) 2,59 (+/-0,17) 0,45 (+/-0,02)
Pas d’antibiotiques J1 1053,93 (+/-161,84) 3,19 (+/-0,05) 0,48 (+/-0,01)
J7 694,83 (+/-286,46) 3,14 (+/-0,04) 0,55 (+/-0,01)
J14 448,42 (+/-140,02) 2,94 (+/-0,26) 0,51 (+/-0,04)
Controle J1 1865,84 5,28 0,71
J7 1023,43 5,43 0,80
J14 1579,04 5,05 0,70
Larves
Antibiotiques J1 482,58 (+/-7,61) 3,18 (+/-0,40) 0,52 (+/-0,07)
J7 284,60 2,76 0,50
Pas d’antibiotiques J1 439,63 (+/-45,02) 3,66 (+/-0,11) 0,62 (+/-0,02)
J7 511,07 (+/-206,58) 3,40 (+/-0,36) 0,56 (+/-0,06)
Phytoplancton
J1 110,44 (+/-9,87) 3,23 (+/-0,29) 0,71 (+/-0,06)
J7 106,79 (+/-11,47) 3,27 (+/-0,44) 0,73 (+/-0,08)
J14 84,39 (+/-10,24) 2,98 (+/-0,17) 0,69 (+/-0,02)

Pour la beta diversité, les représentations NMDS manquent de clarté, de ce fait seuls les
résultats de PERMANOVA seront présentés ainsi qu’une ACP pour compléter les analyses.
Cependant toutes les figures de beta diversité sont disponibles en annexe IX, X et XI.

Concernant le compartiment « EDM », les deux axes de I’ACP comptent pour 82,8 % de la
variabilité des données (Figure 10). Les échantillons d’EDM du milieu d’élevage prélevées le
méme jour sont proches en distance et forment des groupes. Le premier axe permet de
discriminer les échantillons en fonction des communautés bactériennes propres au jour

d’¢élevage. L’EDM prélevée dans les bacs d’élevage a J1 contient plus de bactéries du genre
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Pseudoalteromonas et Nautella qu’a J7 et J14. Les échantillons prélevés a J7 et J14 contiennent
plus de bactéries du genre Cognatishimia, Nioella et de la famille des Cryomorphaceae
(uncultured). L’effet du jour d’¢élevage sur les compositions bactériennes est significatif
(PERMANOVA, p-value = 0,001), que ce soit avec les distances de Bray-Curtis ou celles de
Jaccard.

Le deuxieme axe pourrait discriminer les échantillons ayant recu un traitement antibiotique et
ceux n’en n’ayant pas recu. L’effet de cette variable n’est pas visible sur cette représentation
puisque les échantillons sont proches au regard des distances euclidiennes. L’effet du traitement
antibiotique sur les compositions bactériennes n’est pas significatif (PERMANOVA, p-value =
0,19) pour les distances de Bray-Curtis mais est significatif (PERMANOVA, p-value = 0,039)
pour les distances de Jaccard.
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Figure 10 — ACP des 17 échantillons d’EDM en fonction des variables « Antibiotique » et « Jour d’élevage ». Les 10 genres
les plus corrélés avec les axes sont représentés sur le cercle des corrélations (Noél, 2024).

Pour le compartiment « Phytoplancton », les deux axes de I’ACP comptent pour 95,8 % de la
variabilité des données (Figure 12). Les échantillons prélevés au méme jour ne forment pas de
groupes contrairement aux échantillons EDM. Cela s’explique par le fait que peu importe le
jour d’¢levage, la composition bactérienne des échantillons de phytoplancton est trés proche,
comme cela a pu étre observé pour ’alpha diversité. Certaines tendances ressortent tout de
méme de la figure. Les échantillons situés a gauche du premier axe ont une composition
bactérienne  plus abondante en Oceanicaulis, Rhodopirellula et Candidatus
Phaeomarinobacter, tandis que les échantillons de gauche ont plus de bactéries du genre
Fluviicola, Hyphobacterium et Cryomorphacae (uncultured). Comme suggéré graphiquement,
I’effet du jour d’élevage n’est pas significatif sur la composition bactérienne du phytoplancton
pour les distances de Bray-Curtis (PERMANOVA, p-value = 0,195) comme pour celles de
Jaccard (PERMANOVA, p-value = 0,225).
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Figure 12 - ACP des 9 échantillons de phytoplancton en fonction de la variable « Jour d’élevage ». Les 10 genres les plus
corrélés avec les axes sont représentés sur le cercle des corrélations (Noél, 2024).

Concernant le compartiment « Larves », les genres bactériens les plus présents sont
Pseudoalteromonas, Vibrio, Oceanobacter, Alteromonas, Brevundimonas et Marinifilum. Il est
anoter que le genre Vibrio est trés abondant chez les échantillons de larves & J8 sans traitement
antibiotiques puisque ce taxon représente entre 20 a 30 % de 1’abondance relative contre 5 % a
J8 avec un traitement (Figure 11). Les espéces V. splendidus et V. coralliilyticus ont notamment
été identifiées dans ces échantillons. L’effet du traitement antibiotique sur les compositions
bactériennes n’est ni significatif pour les distances de Bray-Curtis (PERMANOVA, p-value =
0 605) ni pour les distances de Jaccard (PERMANOVA p-value = 0,573).
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Figure 11 - Abondance relative en pourcent des genres bactériens les plus présents dans chaque échantillon (Noél, 2024).
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2. Elevage larvaire n°2 : du 15 avril au 3 mai 2024

Le relevé des paramétres physico-chimiques a permis de vérifier que 1’02 dissous et le pH se
trouvaient dans les gammes de tolérance de ’espéce, a savoir respectivement 7,241 mg.L?
[7,225 ; 7,257] et 8,078 [8,069 ; 8,087]. La salinité a quant a elle varié de 24,8 aJ5a 31,6 a J9
(Annexe VIII).

a. Effet des 3 facteurs sur les performances larvaires

Le taux d’éclosion

Le taux d’éclosion moyen était de 21,58 % [20,37 ; 22,79] en prenant en compte I’ensemble
des bacs et des comptages (n = 72). La Figure 13 met en avant un taux d’éclosion moyen
supérieur pour les larves ayant eu un traitement antibiotique. En effet, les larves ayant recu de
I’antibiotique ont un taux d’éclosion moyen de 22,80 % [21,00 ; 24,61] contre 20,36 % [18,76 ;
21,96] pour les larves n’en n’ayant pas recu. Cependant, il n’y a pas de différence significative
(ANOVA, p-value = 0.122) entre ces deux modalités.
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Figure 13 - Taux d'éclosion moyen pour la condition avec antibiotiques (A) et sans antibiotiques (PA). Les barres d’erreur
représentent les intervalles de confiance a la moyenne a 95%.

Le taux de survie

En ce qui concerne le taux de survie, sa moyenne est de 14,26 % [11,50 ; 17,03]. D’apres la
Figure 14, les essais dont la densité était réduite de 50 % ont un meilleur taux de survie (19,89
% [15,34 ; 24,44]) que ceux avec une densité de 100 % (8,64 % [6,64 ; 10,63]). Les essais pour
lesquels le changement d’cau était quotidien ont une survie amoindrie (9,86 % [7,25 ; 12,47])
comparés a ceux ayant eu un changement d’eau 3 fois par semaine (18,67 % [14,11 ; 23,22]).
Il N’y a pas de différences entre les essais avec antibiotiques (13,42 % [9,72 ; 17,10]) et sans
antibiotiques (15,11 % [10,82; 19,40]). Il est a noter qu’en comparaison avec le premier
élevage les boxplots sont moins étalés et par conséquent que la variabilité entre les réplicats et
les comptages d’un méme essai est minimisée. C’est également pour cette raison que certaines
valeurs ressortent du boxplot pour les essais AQ100 et PAQ50, alors que celles-ci sont pourtant
tres proches des autres résultats des essais correspondants. Ces valeurs ne sont pour autant pas
aberrantes et sont conservées dans le jeu de données.

22



La triple interaction entre les facteurs « Changement d’eau », « Densité » et « Antibiotique »
est significative (ANOVA, p-value = 0,042). En découpant cette triple interaction, c’est-a-dire
en étudiant la double interaction entre deux facteurs selon les modalités d’un troisiéme facteur,
2 doubles interactions sont significatives. La premicre est I’interaction entre les facteurs
« Densité » et « Changement d’eau» lorsque le facteur « Antibiotique » & la modalité
« Antibiotique » (ANOVA, p-value = 0,016). Précisément, lorsqu’il y aurait une réduction de
densité et un changement d’eau quotidien la survie larvaire serait négativement impactée dans
les bacs ayant regus de I’antibiotique. La deuxieme interaction significative est entre les facteurs
« Antibiotique » et « Densité » lorsque le facteur « Changement d’eau » prend la modalité
« Quotidien ». Donc lorsqu’il y aurait une réduction de densité et un ajout d’antibiotique la
survie larvaire serait positivement impactée dans les bacs avec un changement d’eau quotidien.
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Figure 14 - Taux de survie moyen (en %) par essai pour le second élevage larvaire. Chaque boxplot correspond a 3
réplicats pour lesquels 3 comptages ont été faits (n=9).

Le taux de fixation

Le taux de fixation moyen est de 38,58 % [35,21 ; 41,95]. Il est a noter que le nombre maximum
de larves a envoyer en fixation, & savoir 20 000, n’a pas été atteint pour tous les réplicats des
essais A3x100 et AQ100, et pour un réplicat des essais PA3x50, PAQ100, AQ50 et PA3x100.
Seul I’essai A3x50 a atteint ce maximum pour ses 3 replicats. En effet, les larves n’avaient pas
toutes atteint le stade pédivéligere, reconnaissable au microscope par le développement d’un
pied, elles n’étaient donc pas encore compétentes a la fixation. Selon la Figure 15 a), certains
boxplots montrent un meilleur taux de fixation des larves lorsque le changement d’cau en
élevage larvaire a été réalisé quotidiennement (Q : 43,5 % [39,87 ; 4713] et 3x : 33,67 % [28,3
% ; 39,03]), notamment pour les essais PAQ100 et PAQ50.

Les essais pour lesquels la densité a été réduite ont un meilleur taux de fixation (44,67 %
[40,69 ; 48,64]) que ceux avec une densité habituelle (32,5 % [27,69 ; 37,37]). La densité
réduite a un effet significatif (ANOVA, p-value = 0,024) positif sur le taux de fixation.

Les larves ayant recues un traitement antibiotique ont un meilleur taux de fixation (42,05 %
[37,32; 46,79]) que celles n’en ayant pas regues (35,11 % [30,37; 39,82]). En croisant
graphiquement les facteurs « Changement d’eau » et « Antibiotique », une interaction est
visible entre ces deux facteurs. La Figure 15 b) peut étre décrite de la maniére suivante. Le
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changement d'eau quotidien améliore le taux de fixation quand il n'y a pas de traitement
antibiotique, et le changement d'eau 3 fois par semaine améliore le taux fixation quand il y a un
traitement antibiotique. La significativité de cette interaction entre les facteurs « Changement
d’eau » et « Antibiotique » est prouvée par ANOVA (p-value = 0,016). Précisément, le
changement d’eau quotidien croisé a un traitement antibiotique aurait un effet significatif
négatif sur le taux de fixation.
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Figure 15 - a) Taux de fixation moyen (en %) par essai. Chaque boxplot correspond a 3 réplicats pour lesquels 3 comptages
ont été faits (n=9). b) Taux de fixation moyen (en %) en fonction de l'interaction entre le facteur « Antibiotique » (n = 36) et le
facteur « Changement d’eau » (n = 36)

La croissance

La taille moyenne des larves a J1 était de 72,80 um [72,56 ; 73,04], a J7 de 119,77 um [119,24 ;
120,29] et a J13 de 233,46 um [230,30 ; 236,63].

D’apres la Figure 16, lors du premier jour d’élevage, il n’y a pas de différences entre les essais
avec et sans antibiotiques (A : 73,43 um [73,24; 73,62] et PA: 72,37 [72,19; 72,56]).
L’antibiotique étant le seul facteur en place a cette période de 1’¢élevage.

A partir de J7, de légéres différences commencent a étre observables entre les essais. Les essais
pour lesquels le changement d’eau a été quotidien (121 ,20 um [120,71 ; 121,59]) ont des tailles
supérieures a ceux dont le changement d’cau a été 3 fois par semaine (117,23 um [116,83 ;
117,64]). Les essais ou la densité a été réduite de moitié (120,99 um [120,47 ; 121,51]) montre
également des différences avec ceux dont la densité étaita 100% (117,21 um [117,31 ; 118,11]).
Statistiquement, une de ces deux observations se vérifient. L’effet du facteur « Densité » est
significatif (p-value = 0,031). Une densité réduite favoriserait la croissance des larves.
Cependant, I’effet du changement d’eau n’est lui pas significatif au seuil de 5% mais a une p-
value notable de 0,059.

Les larves ayant recu un traitement antibiotique (118,36 um [117,94 ; 118,79]) ne présentent
pas de différences de taille avec celles n’en n’ayant pas recu (119,83 um [119,43 ; 120,43]), ce
qui est confirmé par ANOVA.

A J14, les différences entre les essais sont exacerbées. L’essai pour lequel les larves ont la
meilleure croissance est le lot AQ50. Il y a de nouveau une différence entre les essais qui ont
subi un changement d’eau quotidien (244,22 um [240,84 ; 247,60]) et ceux qui ont subi un
changement d’eau trois fois par semaine (224,50 um [220,98 ; 228,02]). Les essais avec une
densité réduite de larves (246,71 um [243,39 ; 250,04]) ont une taille moyenne plus grande que
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ceux dont la densité est a 100% (222,41 um [218,95 ; 225,87]). Ces données sont Vérifiées
statistiquement. Le changement d’eau quotidien a un effet significatif (p-value = 0,00041)
positif sur la taille des larves et la densité réduite a également un effet significatif (p-value =
0,0054) positif. Ces résultats sont cohérents avec ce qui a été observé en élevage larvaire. En
effet, les essais dont les larves étaient prétes a se métamorphoser étaient les essais pour lesquels
la densité était réduite a 50% ou ceux dont le changement d’eau était quotidien.

Les larves ayant recu un traitement antibiotique (236,61 pum [233,01 ; 240,22]) ne présentent
pas de différences de taille avec celles n’en n’ayant pas regu (232,74 um [229,25 ; 234,23]), ce
qui est confirmé par ANOVA.
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Figure 16 - Taille moyenne des larves (en um) en fonction du jour d'élevage et des essais. La moyenne a été calculée sur
90 larves, soit 30 larves par réplicat. Les barres d’erreur représentent les intervalles de confiance a la moyenne a 95%.
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IV. Discussion
1. Les facteurs influengant les différences de survie et d’éclosion entre les
élevages larvaires

De maniére générale, les deux élevages larvaires ALADIN ont montré de meilleures
performances que lors de précédents élevages ayant conduit a I’analyse des causes évoquée
antérieurement (Tableau 4). Cette analyse des causes comportait des données issues des
élevages réalisées de février a juin 2022 (Morin et al., 2023). Il y avait été rapporté un taux
d’éclosion moyen de 10 %. En appliquant les mémes facteurs d’¢élevage (conditions PA3x100),
le taux d’éclosion moyen a été de 26 % pour le premier ¢levage ALADIN et de 18% pour le
deuxiéme. Quant au taux de survie moyen, il était de 10,6 % en 2022, soit 4 fois moins de survie
que pour les bacs en conditions habituelles (40,5 %), PA3x100, du premier élevage ALADIN.
Ainsi, méme sans modifications zootechniques, le premier élevage ALADIN s’est mieux passé
que ceux de 2022. En revanche, pour le second élevage ALADIN un taux de survie moyen de
12 % a été observé dans les conditions d’élevage habituelles (PA3x100), soit un taux similaire
aux mauvaises performances de 2022. Les données larvaires de 2022 sont qualifiées de
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mauvaises puisque en 2021 le taux d’éclosion était de 63 % et la survie larvaire de 43%. De ce
fait, ces variations de performances peuvent étre le fruit de différents paramétres, dont certains
non étudiés lors du projet.

Tableau 4 - Performances larvaires délevages conduits & la PMMLT entre 2021 et 2024

Taux d’éclosion moyen Taux de survie moyen

63 % 43%
10% 10,6 %
26 % 405 %
18% 129%

Tout d’abord, il est possible que des communautés bactériennes pathogénes soient a I’origine
des mauvaises performances larvaires observées en 2022. Lors des élevages ALADIN,
I’absence de significativité du facteur « antibiotique », a prouvé qu’avec ou sans 1’¢levage se
portait de la méme facon. De plus, malgré les especes pathogenes du genre Vibrio présentes
dans certains échantillons de larves, peu de larves malformées, observable par un velum
désorganisé et une perte de motilité, et peu de mortalités brutales ont été observés (Ushijima et
al., 2018). La dose de phytoplancton n’a pas été revue a la baisse au cours de 1’élevage indiquant
que les larves n’ont pas diminué leur activité de nourrissage. La diminution de I’activité de
nourrissage étant un indicateur de I’exposition des larves aux bactéries pathogénes selon une
publication de Genard en 2011. De plus, entre 2022 et 2024 certains paramétres d’élevage ont
fait I’objet de modification, dont la température de la salle qui est passée de 28°C a 24°C. Ce
changement n’est pas anodin puisqu’il a été démontré que la virulence de certaines souches de
Vibrio était favorisée par des températures d’eau supérieures a 27°C (Ushijima et al., 2018). La
gamme de salinité observée lors de I’élevage peut aussi avoir favorisée ou non certaines especes
de Vibrio.

Il serait intéressant d’effectuer du metabarcoding 16S sur les prélévements effectués lors du
deuxieme élevage ALADIN pour vérifier que des pathogenes ne sont pas responsables des
moins bonnes performances que le premier. De plus, il est possible que 1’antibiotique administré
ne cible pas certaines bactéries pathogeénes ou bien qu’elles soient résistantes, et par conséquent,
qu’elles soient tout de méme responsables des mortalités observées.

Un facteur exogéne a noter et qui a varié lors des élevages est la salinité de ’eau. Pendant les
17 jours du premier et du second élevage, respectivement 123,1 mm et 52,3 mm de pluie ont
été enregistrées a la station météorologique la plus proche, Royan-Medis, tandis que 73,6 mm
ont été enregistrées entre février et mars 2022 (MétéoFrance, 2024). Le pompage de 1’eau de
mer de la station se faisant en sortie de I’estuaire de la Seudre, la qualité de 1’eau est influencée
par les apports fluviaux de celle-ci mais également par ceux de la Charente et de la Gironde en
raison de la courantologie. Ainsi, cette pluviométrie explique les variations de salinité observée.
Dans leur guide pratique décrivant les méthodes de conduite d’une écloserie de bivalves, Helm
& al. ont rapporté que la croissance des larves de M.gigas était maximale a une salinité de 25.
D’apres la revue bibliographique élaborée par Antonio et al. en 2009, une salinité inférieure a
celle du milieu marin, comprise entre 31 et 38, optimiserait la survie et la croissance des larves
pour 8 especes d’huitres dont 1’huitre creuse. La salinité pourrait donc expliquer en partie la
meilleure survie larvaire obtenue en 2024 a la méme période mais elle n’expliquerait pas le
déclin de survie observé en 2022. En revanche, ces faibles salinités pourraient impacter
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négativement le taux d’éclosion, puisque dans le milieu naturel, les huitres se reproduisent en
été, lorsque la salinité est a son maximum.

La maturation des géniteurs et notamment la qualité des ovocytes et des spermatozoides qu’ils
vont produire est également un facteur a prendre en compte lors des analyses puisqu’elle a été
identifiee comme en partie responsable des fluctuations des performances larvaires (Bayne,
2017, Boulais et al., 2015, Helm et al., 2004). Cette qualité est étudiée au regard de la
composition biochimique de 1’ovocyte et par conséquent de I’investissement maternel apporté
pendant la vitellogenese (Bayne, 2017). Le géniteur va accumuler du glycogene qui va
permettre de synthétiser de novo les lipides. Une corrélation positive entre les taux de
glycogénes dans les tissus et la production de gametes a mis en évidence I’'importance du
glycogéne dans la réussite de la reproduction (Deslous-Paoli and Heral, 1988). Les lipides sont
¢galement utilisés pendant I’embryogénese et particulicrement les acides gras insaturés et
polyinsaturés (Deslous-Paoli & Heral, 1988). Le guide pratique d’élevage des bivalves rédigé
par Helm et al. en 2004 a montré qu’il existait une corrélation positive entre le pourcentage
total de lipides du poids sec de I’ovocyte et le pourcentage de larves-D formé. Les acides gras
essentiels étant peu synthétisés chez les bivalves, il est nécessaire d’avoir un apport en
phytoplanctons pour combler les besoins nutritionnels (Da Costa et al., 2015).

Ainsi, ’alimentation apporté aux géniteurs en maturation est en grande partie responsable de la
qualité de I’ovocyte et par conséquent, du taux d’éclosion. Il est alors recommandé de
diversifier I’alimentation des géniteurs en apportant 2 a 3 espéces différentes de phytoplancton
(Utting & Millican, 1997).

La mobilité des spermatozoides est également un facteur important lors de la fécondation et par
conséquent pour le taux d’éclosion (Bayne, 2017).

Un autre facteur & I’origine des variations dans les résultats d’éclosion et de survie est le facteur
génétique. L’huitre creuse est une espéce suivant la stratégie de type « r », ¢’est-a-dire que sa
descendance sera trés nombreuse avec une forte mortalité pour pallier I’instabilité du milieu
marin. Du fait de cette stratégie, il a été montré que les huitres avaient un fardeau génétique
important, possédant de nombreuses mutations récessives délétéres (Launey & Hedgecock,
2001). Il faudrait alors une majorité d’hétérozygotes pour ne pas que ces mutations s’expriment.
De plus, une autre hypothéese appelée « Sweepstakes Reproduction Success » (SRS) suggere
que seulement une partie aléatoire d’une population adulte réussit a participer a la reproduction
ce qui entraine une faible diversité génétique (Hedgecock & Pudovkin, 2011). Ainsi, ce facteur
géneétique est difficilement contr6lable mais peut étre optimisé par sélection génétique en
exploitant notamment I’hétérosis. Cette sélection est d’autant plus cruciale que la survie larvaire
et le succes a la fixation sont des traits héritables, soulignant donc I’effet génétique des géniteurs
sur les premiers stades de vie de I’huitre (Ernande, 2003).

Enfin, les différentes causes de mortalités et malformations larvaires évoquées dans la partie
I.b peuvent également étre responsables des mauvaises performances larvaires observées en
2022 et lors du deuxi¢me élevage ALADIN. En effet, lors du projet Emergent’Sea recherchant
des substances d’intérét pour décrire 1’état écologique des masses d’eau en milieu marin, du
boscalid, fongicide liposoluble, a été retrouvé dans des huitres creuses de ’estuaire de la
Seudre, a hauteur de 0,03 mg.kg* (Amouroux, 2020 ; Ifremer, 2022). Le boscalid a déja été
identifié comme une substance toxique provoquant des malformations larvaires (Bringer et al.,
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2021). En revanche, lors du suivi annuel des contaminants chimiques effectué par I’Ifremer,
aucun des contaminants métalliques ou organiques ciblés n’a été détecté au-dela du seuil EAC
(Environmental Assessment Criteria) dans les huitres creuses au point de suivi de I’estuaire de
la Seudre depuis 2020 (Le Fur, 2024). Le seuil EAC, défini par la Convention pour la protection
du milieu marin de I'Atlantique du Nord-Est, correspond a un critére d’écotoxicologie. Il est
égal a la teneur maximum associée a aucun effet chronique sur les espéces marines.

Le systeme de traitement de ’eau a la PMMLT ne permettant pas d’éliminer les contaminants
chimiques comme les pesticides et les ETM, ces substances peuvent contaminer les élevages
lorsqu’elles sont présentes dans le milieu en fortes concentrations. Lors d’une thése soutenue
en 2023, les procédés d’¢élimination de micropolluants organiques (pesticides, molécules
pharmaceutiques, ...) en eau de mer ont été étudiés (Couleaud, 2023). Des procédés par charbon
actif et ultrafiltration ont été testés a la PMMLT. Leurs impacts sur les performances larvaires
de M.gigas ont également été étudiés. Lors de cette étude, il a été rapporté qu’un systéme
comportant une filtration mécanique, une filtration UV-C, une ultrafiltration puis une filtration
sur charbon actif n’avait pas d’effet sur I’éclosion des larves et était délétére pour la survie, la
croissance et la fixation. Ces procédés trés utilisés en potabilisation purifient peut-étre de
maniére excessive I’EDM et rendent sa composition tres différente de celle retrouvée dans le
milieu naturel ce qui peut perturber les larves. Des optimisations de ce systéme reste encore a
étre faites pour qu’il soit intéressant a utiliser en écloseries.

2. L’analyse des performances larvaires pour les 2 élevages
a. Letaux d’eclosion

Le traitement antibiotique n'a eu aucun effet significatif, ni positif ni négatif, sur I'embryogénese
des larves dans les deux élevages larvaires ALADIN. Pour le premier élevage, aucune
population bactérienne pathogene n'a éte identifiee au premier jour d'élevage, confirmant ainsi
que l'utilisation d'antibiotiques a ce stade n'est pas nécessaire. Pour le second élevage, les
analyses de metabarcoding n'ont pas été réalisées, ce qui ne permet pas d'exclure totalement la
possibilité d’un développement de pathogénes. Il est également possible que certaines de ces
bactéries pathogeénes ne soient pas ciblées ou bien qu’elles soient résistantes a 1’antibiotique, et
par conséquent, qu’elles soient tout de méme responsables des mortalités observées lors du
second élevage.

b. La survie larvaire

La survie larvaire a été favorisée par une réduction de densité des larves dans les bacs. Cet
effet de la densité a déja été observé chez d’autres espeéces du genre Crassostrea comme
C.angulata (Tan et al., 2023) ou C.rhizophorae (Antonio et al., 2009). La publication d’ Antonio
et al., en 2009 recommandaient 12 larves-D.mL!, plus grande densité testée, puis 2 larves
umbonées.mLt, plus petite densité testée. Ainsi, leurs résultats indiquaient que la densité
réduite favorisait la survie des larves seulement a un stade larvaire plus avancé. Ce résultat ne
s’est pas vérifié lors du premier élevage ALADIN, puisque les survies séquentielles, entre J1 et
J7 puis entre J7 et Jfin, ne montraient pas d’effet significatif de la densité. Alors, I’effet de la
densité réduite est avérée seulement si I’ensemble de la période d’élevage est pris en compte.
Ainsi, une densité de 5 larves-D.mL" puis de 2 larves umbonées.mL! serait la plus adaptée.
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Le deuxiéme élevage présente des résultats différents et plus complexes a analyser puisque la
triple interaction entre les facteurs est significative. La triple interaction a été découpée en
doubles interactions en fonction des modalités d’un troisiéme facteur, 2 se sont montrées
significatives. Pour les 2 doubles interactions les modalités « antibiotique », « quotidien » et
« densité réduite » sont en jeu.

Concernant la premiére interaction, si I’on s’intéresse a tous les bacs ayant recu un traitement
antibiotique alors seulement I’ajout des conditions de densité réduite et de changement d’eau
quotidien serait négatif pour la survie des larves. Dans le cas, ou un traitement antibiotique est
appliqué, il ne faudrait donc pas combiner une réduction de densité et un changement d’eau
quotidien.

Concernant la deuxiéme interaction, sil’on s’intéresse a tous les bacs ayant re¢u un changement
d’eau quotidien, alors seulement I’ajout des conditions de densité réduite et de traitement
antibiotique serait positif pour les larves. Dans le cas, ou un changement d’eau quotidien est
appliqué, il serait donc bénéfique pour la survie des larves d’appliquer un traitement
antibiotique combiné a une densité réduite.

Il est a noter que méme si le facteur « changement d’eau » n’était pas significatif pour la survie
larvaire lors des deux élevages, la survie moyenne des larves ayant subi un changement d’eau
quotidien est inférieure a celle ayant subi un changement d’eau 3 fois par semaine, malgré une
meilleure croissance. Les mortalités observées peuvent étre associées aux manipulations plus
fréquentes lorsque I’eau est changée tous les jours. Le protocole fourni en annexe indique la
maniére dont les changements d’eau ont été opérés. Lorsque les bacs d’¢élevage sont vidés, les
larves sont récupérées sur des tamis de mailles croissantes a la période de 1’¢levage. De
nombreux ¢éléments ont pu perturber les larves. Tout d’abord, les périodes d’assec dans les
tamis, méme si réduite au maximum, ont pu entrainer du stress chez les larves. Un autre facteur
de stress lors du passage sur le tamis peut venir du jet d’eau utilisé pour concentrer les larves
dans un coin et dont la puissance peut endommager le bivalve. Cette hypothése a également été
avancée par une publication d’Antonio et al. lors de leurs élevages conduits en 2009. Ensuite,
certaines mailles des tamis ne sont pas complétement homogeénes, entrainant ainsi une perte des
plus petites larves. Enfin, malgré les précautions prises par 1’éleveur, il est possible que des
pertes soient observées lors des manipulations et notamment lorsque les larves sont transférées
du tamis & un pot.

En conclusion, les résultats entre les deux élevages étant divergents il est difficile de tirer des
pistes d’optimisation claires sur la survie larvaire. Cependant, il est a noter qu’un traitement
antibiotique seul n’a pas eu d’effet, que ce soit positif ou négatif, sur la survie. De ce fait, il est
préconisé de ne pas utiliser d’antibiotiques en préventif pour les futurs élevages.

c. Lacroissance

Les valeurs moyennes obtenues lors des deux élevages sont cohérentes a celles trouvées dans
la littérature. En effet, le guide pratique d’¢élevage rédigé par Helm et al. indiquent des tailles
allant de 80 & 100 um pour une larve-D, 140 a 160 um pour une larve umbonée et 260 a 320 um
pour une larve pédivéligére.

La taille des larves a été favorisée par le changement d’eau quotidien a J13 pour les 2 élevages
larvaires mais €galement a J7 pour le premier. En effet, ce changement d’eau renouvelle

I’apport en nutriments, en ions et en acides aminés présents naturellement dans I’eau de mer.
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La larve, grace a son velum, est capable d’accumuler les acides aminés et les ions et de les
transporter dans 1’ensemble de ses tissus (Manahan & Crisp, 1983). Pour former sa coquille, la
larve a besoin des ions carbonate et calcium qui seront précipités sous forme d’aragonite (apres
métamorphose majoritairement sous forme de calcite) (Lee et al., 2006). Ainsi, la disponibilité
de ces ions dans le milieu d’¢levage peut rendre la formation de la coquille plus rapide et donc
augmenter la taille des larves. De plus, les acides aminés identifiés comme 1’alanine, la
glutamine, 1’arginine, la glycine ou encore la taurine sont également susceptibles de stimuler la
croissance (Bayne, 2017).

De plus, changer I’eau fréquemment permettrait de limiter le développement de bactéries
pathogénes puisque celles-ci se propagent notamment en utilisant les larves en décomposition
comme substrat (Genard, 2011) ou bien le phytoplancton non consommeé.

Pour le second élevage larvaire, la densité réduite favorisait également la croissance des larves
a J7 et a J13, la compétition pour I’espace étant amoindrie. La croissance plus véloce de ces
larves réduit le temps d’élevage larvaire puisqu’elles atteignent plus rapidement le stade
pédivéligere et la capacité de metamorphose. Cela a notamment été observé lors du deuxieme
¢levage ALADIN, pendant lequel au premier jour de 1I’envoi en fixation, seules les larves ayant
été elevées dans des conditions de densité réduite ou de changement d’eau quotidien étaient
prétes a fixer.
d. La fixation

Les facteurs ayant des effets sur le taux de fixation sont trés différents entre les deux élevages.
Pour le premier, un changement d’eau quotidien croisé a une densité réduite en élevage larvaire
favoriserait la fixation des larves a la micro-brisure. 1l est possible que les larves provenant des
bacs avec ces deux modalités réunies aient un meilleur taux de fixation puisqu’elles ont une
taille moyenne supérieure aux autres essais. De ce fait, ces larves pourraient étre plus en
capacité d’effectuer la fixation puisqu’elles seraient plus développées. Cela a été confirmé par
une publication de Coon et al. en 1990 lors de laquelle ils ont observé une corrélation entre la
fixation et la taille des larves.

En ce qui concerne le deuxieme élevage, une densité reduite améliorerait le taux de fixation. La
densité réduite favorisant également la croissance des larves, la méme hypothése peut alors étre
émise que pour le premier élevage, a savoir que la taille des larves est corrélée positivement a
la fixation.
Par ailleurs, un changement d’eau quotidien croisé a un traitement antibiotique serait néfaste
pour la fixation des larves. En effet, les larves élevées dans ces conditions recevaient un
traitement antibiotique a chaque changement d’eau puisque celui-Ci est apporté dans le milieu
d’¢levage. Il peut alors étre supposé que de cette facon 1’antibiotique a plus d’impact sur les
larves et leur microbiome. Or, il a été rapporté que la fixation pouvait étre stimulée par les
bactéries. Dans leur publication, Fitt et al. ont démontré que la fixation des larves de M.gigas
pouvait étre induite par I’ajout de surnageant de culture de 2 bactéries, Alteromonas colwelliana
et Vibrio cholerae (Fitt et al., 1990). Ce sont un ou plusieurs composés chimiques dissous dans
le surnageant qui participeraient a I’induction de la fixation. L’ammoniaque (NH3), notamment
excrété par les bactéries, a plus tard été identifié comme un autre élément pouvant déclencher
la fixation (Coon et al., 1990, a.). De ce fait, une utilisation quotidienne d’antibiotiques en
élevage larvaire aurait I’effet inverse de celui escompté.
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3. Caractérisation des communautés bactériennes

Les résultats de metabarcoding ont mis en évidence la grande diversité de taxons bactériens
présents en €levage larvaire d’huitres creuses. Chaque compartiment est composé de taxons
spécifiques, dont certains sont communs entre les échantillons d’EDM et de larves.

Malgré les traitements de filtration par UV, il reste une forte charge bactérienne qui entre en
¢levage larvaire (alpha diversité). Une fois que cette EDM est dans le milieu d’¢élevage, la
charge bactérienne est presque divisée par deux, impliquant donc un processus de sélection des
bactéries en fonction des ressources a leur disposition pour se développer et de la compétition.
Au fur et a mesure que 1’élevage se poursuit, la richesse spécifique et la diversité diminue dans
tous les compartiments, induisant que les taxons les plus compétitifs deviennent plus abondants
au cours du temps mais également que la composition de I’EDM pompée dans le milieu naturel
varie en fonction des conditions environnementales.

Le traitement antibiotique n’a pas eu d’effet significatif sur les communautés bactériennes des
différents compartiments au regard des distances de Bray-Curtis. En revanche, il existe un effet
significatif du traitement antibiotique sur les bactéries du compartiment « EDM » au regard des
distances de Jaccard. Les résultats suggerent que le traitement antibiotique a eu un impact sur
la présence/absence des taxons mais n'a pas affecté les abondances de maniere significative.
L’antibiotique a donc un effet plus important sur des espéces cibles. Cela se confirme en
analysant I’alpha diversité, il semble y avoir un effet sélectif sur le compartiment « EDM »,
conduisant a une diminution du nombre total d'espéces (richesse spécifique) et une
augmentation de la diversité et de I'équitabilité entre les espéces restantes. Cela peut étre
interprété comme une élimination des espéces dominantes ou sensibles aux antibiotiques,
laissant place a une communauté microbienne plus équilibrée parmi les espéces résistantes ou
moins affectées.

Les bactéries du genre Vibrio sont trés abondantes dans le compartiment « Larves », notamment
a J8, avec ou sans traitement antibiotique. Parmi les bactéries identifiées, les especes
V.coralliilyticus et V.splendidus sont les plus abondantes. Or, ces espéces ont déja été
identifiées comme pathogeénes en ¢€levage larvaire d’huitres creuses. Elles sont apportées en
partie par ’EDM entrant dans 1’¢levage et peut-étre par le microbiome des géniteurs puisque
les larves héritent d’une partie du microbiome des parents (Scanes et al., 2023). L’échantillon
d’embryons n’ayant pas pu étre séquencé, il n’est pas possible d’accepter ou de rejeter cette
deuxieme théorie. Pour autant, les résultats de performance larvaires sont positifs, les bactéries
séquencées n’ont alors pas eu d’impact négatif sur le développement larvaire. Elles ont méme
pu étre bénéfique en favorisant la fixation (Fitt et al., 1990) ou en constituant une part de
I’alimentation des larves (Genard, 2011). L’efficacité de I’antibiotique utilisé peut €tre remise
en question puisqu’il ne semble pas cibler les principales bactéries pathogénes.

Plusieurs études se sont déja intéressées au microbiome des larves d’huitres et a la composition
bactérienne de I’EDM d’¢levage. La publication d’Asmani et al., en 2016 a rapporté des
compositions proches de celles identifiées lors du projet ALADIN. Dans le compartiment «
Larves » de 1’étude, les bactéries du genre Pseudoalteromonas, Alteromonas et Vibrio étaient
tres présentes, tout comme dans les échantillons du projet. Contrairement a la publication, les
bactéries de la famille des Rhodobacteraceae, symbiontes présumés des huitres (Scanes et al.,
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2023), ne sont pas les plus abondantes dans les échantillons du projet. Trois genres présents
dans les résultats n’ont pas ¢t¢ identifiés dans la publication : Oceanobacter, Brevundimonas et
Marinifilum.

En ce qui concerne le compartiment « EDM », les familles bactériennes les plus abondantes
sont les mémes entre les deux études, a savoir des Rhodobacteraceae, des Cryomorphaceae et
des Pseudoalteromonadaceae. Les Cryomorphaceae apparaissant a partir de J7 et étant présents
dans le compartiment « Phytoplancton », elles doivent étre apportées par celui-ci.

Certaines souches du genre Pseudoalteromonas et Alteromonas sont utilisées comme
probiotiques pour leurs effets bactéricides sur des pathogénes marins comme V.splendidus
(Dantan, 2023 ; Kesarcodi-Watson et al., 2012). Cependant, la présence de ces deux genres
ainsi que des bactéries pathogenes du genre Vibrio indique que les souches avec un effet
bactéricide n’étaient pas présentes.

4. Voies d’optimisation et implications pour la PMMLT
a. Par les facteurs fixés étudiés

Effectuer un traitement antibiotique n’a eu aucun impact sur tous les indicateurs de
performances étudiés au cours des deux élevages larvaires et sur les communautés bactériennes
du premier élevage. Le traitement a méme pu se révéler négatif lorsqu’il était combiné avec un
autre facteur. De plus, pour le premier élevage larvaire, méme si son utilisation a réduit
I’abondance de bactéries du genre Vibrio, il n’a pas permis de complétement éliminer les
espéces pathogénes. Ainsi, il ne semble pas nécessaire d’utiliser de traitement antibiotique, sauf
en cas de mortalités avérées par des bactéries pathogenes. L’impact de 1’écloserie sur
I’environnement sera alors réduit et le budget alloué a leur achat également. En effet, au cours
des deux élevages ALADIN, 1 407 mL d’antibiotique G4 a été utilisé ce qui représente Y4 de la
consommation des élevages larvaires 2024 de la PMMLT. Le budget antibiotique pour ce volet
du projet est alors de 354 €. Pour I’ensemble des élevages larvaires, 1’utilisation en préventif a
été majoritaire (87 utilisations/93), représentant 3 510 mL soit 885 €. Ainsi, une utilisation
seulement en curatif diminuerait le budget alloué aux antibiotiques. De plus, étant donné que
I’efficacité de la gentamicine (G4) a été remise en cause lors du projet, des antibiogrammes
pourraient étre effectués pour vérifier que cet antibiotique est toujours le plus approprié pour
I’écloserie.

Changer I’eau de maniere quotidienne a été identifiée comme un moyen de favoriser la
croissance lors des deux élevages. Cependant, la survie a été negativement impactée. Ainsi,
pour avoir les avantages du renouvellement d’eau quotidien et s’affranchir des inconvénients,
le développement d’un systéme d’élevage en flux continu pourrait étre mis en place. De cette
facon, la croissance des larves serait favorisée et la fréquence des manipulations serait réduite.
Avant méme de mettre en place ce systeme, il pourrait étre intéressant de laisser les tamis
constamment en eau lors des manipulations pour vérifier si la survie larvaire est de cette fagon
moins impactée. En revanche, cette méthode ne bénéficie pas des avantages du changement
d’eau quotidien.

Réduire la densit¢ d’¢élevage a ¢galement été identifiée comme un moyen d’améliorer la
croissance, la survie et la fixation. Ce changement impliquera pour la PMMLT une diminution
du besoin en phytoplanctons, réduisant ainsi le temps que passe les agents de la PMMLT a la
gestion des souches de phytoplanctons destinées a 1’élevage larvaire et permettra également de
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libérer de I’espace pour cultiver d’autres souches. En effet, lors des élevages ALADIN, la
consommation de de phytoplancton de Tisochrysis lutea était de 6 ballons de 10L pour une
densité a 100% contre 3 ballons de 10L pour une densité réduite de 50 %.

De plus, les élevages étant expérimentaux et non a vocation commerciale, la quantité de larves
produite a densité réduite est suffisante.

b. Par d’autres facteurs non controlés

La salinité peut étre contr6lée en élevage larvaire pour optimiser les performances. Comme
expliqué précédemment, une salinité de 25 pour les huitres du genre Crassostrea (Helm et al.,
2004, Antonio et al., 2009) est optimale. Cependant fixer la salinité a 25 (+/- 1) est impossible
si le systéme en flux continu est également mis en place. Puisque les effets d’un renouvellement
d’eau quotidien ont été démontrés dans cette étude, la mise en place du systéeme en flux continu
sera préférée au contréle de la salinité. Cependant, il est possible d’étudier en paralléle 1’effet
de la salinité en élevage larvaire statique pour vérifier que les résultats concordent avec ceux
de la littérature. L’étude pourrait se faire en fixant 3 salinités (25, 28 et 31) et en étudiant I’ effet
de ces salinités sur les indicateurs de performances larvaires. La conduite d’élevage suivrait le
protocole standardisé tout en prenant en compte les préconisations fournies par la présente
étude.

La qualité des ovocytes peut étre améliorée en passant d’une alimentation monospécifique a
polyspécifique ce qui conduirait @ une amélioration du taux d’éclosion. En effet, a la PMMLT,
les géniteurs sont principalement alimentés en Skeletonema marinoi, riche en EPA (C20:5) et
DHA (C22:6), deux acides gras polyinsaturés essentiels pour les bivalves (Da Costa et al.,
2015). Compléter I’alimentation avec une autre souche riche en glucides pourrait permettre de
remplir tous les besoins des géniteurs. Dunaliella tertiolecta a été identifiee par Utting et
Millican en 1997 comme une souche permettant aux bivalves de construire des réserves en
glycogene. Cependant, cette souche est déficiente en acides gras polyinsaturés (Helm et al.,
2004). Le guide pratique d’élevage des bivalves rédigé par Helm et al. indique que les souches
du genre Tetraselmis, Isochrysis, Thalassiosira, Chaetoceros ou encore Pavlova peuvent étre
utilisées pour nourrir les géniteurs en maturation. Les 4 premiers genres mentionnés sont déja
produites & la PMMLT ce qui faciliterait leur ajout a la ration des géniteurs.

33



Conclusion, perspectives et limites de 1’¢tude

La problématique de 1’étude était la suivante : Optimiser I’élevage larvaire expérimental
d’huitre creuse, Magallana (ex Crassostrea) gigas, en vue de limiter le développement de
communautés bactériennes pathogeénes.

La principale limite de I’étude réside dans le plan d’échantillonnage mis en place. En effet,
celui-ci ne permet pas de confirmer que les optimisations zootechniques ont permis de limiter
les communautés bactériennes pathogénes puisque leurs compositions n’ont pas été étudiées
pour les bacs associés. Malgré cette limite, 1’étude a permis de répondre aux objectifs de la
problématique, notamment concernant 1’utilisation des antibiotiques.

La conduite des deux élevages larvaires a mis en avant 1’effet des pratiques zootechniques sur
les performances larvaires. Lors des deux élevages, I’optimisation des pratiques d’élevage
(changement d’eau quotidien et densité réduite) a amélioré les performances larvaires, comme
suppos¢ au début de 1’¢étude. En revanche, I’utilisation d’antibiotiques en préventif's’est révélée
infructueuse. De plus, bien que les élevages aient été conduits en suivant un protocole
standardisé, ils ont montré des performances différentes soulignant I’effet de paramétres non
contrélés, comme la salinité ou encore la qualité des ovocytes.

Les analyses de metabarcoding ont mis en évidence une composition bactérienne distincte entre
les compartiments « EDM », « Larves » et « Phytoplancton », malgré des taxons communs
entre les compartiments « EDM » et « Larves ». Le traitement antibiotique a eu un effet
significatif sur la présence/absence de certains taxons dans I’EDM du milieu d’élevage mais les
bactéries pathogénes du genre Vibrio sont toujours présentes aprés son application. L’efficacité
de I’antibiotique utilisé semble alors questionnable. Ces pathogénes peuvent venir de ’EDM
entrant en salle d’élevage ou bien d’une partiec du microbiome transmis par les parents. Pour
autant, ces bactéries n’ont pas eu d’impact négatif clair sur les performances larvaires.

Ainsi pour les futures larves produites a la PMMLT, les optimisations zootechniques suivantes
peuvent étre mises en place :

- Unedensité de 5 larves-D.mL"1 a J1 puis de 2 larves umbonées.mL"! a partir de J7 (alors
que précédemment 10 larves.mLt a J1 et 4 larves.mL* a partir de J7)
- Pas d’utilisation d’antibiotiques en préventif, mais seulement en curatif lorsque des
bactéries pathogenes sont identifiées.
- Le développement d’un systéme en flux continu pour renouveler régulicrement la
qualité de I’eau et s’affranchir de trop manipuler les larves.
- Diversifier ’alimentation des animaux en maturation en passant d’une alimentation
monospécifique a polyspécifique.
Grace aux optimisations préconisées, les performances de survie, croissance et fixation
pourraient étre améliorées.
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Annexe Il — Ration de phytoplanctons distribuée lors du premier (EL1) et du deuxiéme
élevage (EL2) larvaire

% de la % de la
) . .. " Nombre total de ) . - . Nombre total de
Tisochrysis | Thalassiosira ration Tisochrysis | Thalassiosira ration
cellules par pL

d'élevage larvaire

cellules par pL d'élevage

lutea weissglogi ajouté ou
glog - larvaire

diminué

lutea weissglogi | ajouté ou
diminué

1o 90% 10% +10% 70 1o 90% 10% 0% 70
ni 90% 10% +10% 70 11 90% 10% 0% 70
nz2 90% 10% +10% 80 nz2 90% 10% 0% 80
ns 80% 20% +10% 80 ns 90% 10% 0% 80
na 80% 20% +10% 100 114 90% 10% 0% 100
ns 80% 20% -20% 100 ns 85% 15% -20% 100
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Annexe Il —Plan de la salle pour le premier élevage larvaire
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Annexe IV — Plan de la salle pour le second élevage larvaire




Annexe V — Maille des tamis utilisés lors du premier (EL1) et du deuxiéme (EL2) élevage
larvaire

Jour d’ élevage | Maille des tamis (um) Jour d’ élevage | Maille des tamis (pm)
— . W =

J1~J2 45 J1~J3 45

J3~J5 60 J4~J6 60

J6~J9 85 J7~J10 85

J10~J12 100 J11~J13 100
J13~J14 220/125 J14~J15 220/125
J156~J17 220/150 J16~J17 220/150
J18 200/150



Annexe VI — Protocole de production de larves de Magallana gigas en conditions
contrdlées
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1. Objet et domaine d’application

Le présent protocole décrit les étapas & suivre pour conduire un élevage larvaire d'huitre creuse
{Craszosirea gigas) de 'étape de la maturation jusqu’a la fixation.

A la suite du projet ALADIM (Amélicration des performances en élevages larvaires dinveriebrés
marins), il 8 && montré gu'une réduction de densité favorise la survie larvaire sinsi que la
croissance, et parfois la fixation. De ce fait, les densités indiguées dans ce protocole correspondent
sux réeductions appliquéas lors des élevages ALADIN. De plus, lors de o2 méme projet, 'utilisation
d'antibictiqgues n'a pas montre d'effet négatif ou positif sur las larves. Leurs modes d'utilisation sera
evogué, méme si leurs utilisations ne doivent pas &fra systématigue.

2. Le cycle larvaire de Crassostrea (Magallana) gigas et ses
besoins physiologiques

L'huitre creuse Craszostrea (Wagallana) gigss est hermaphrodife sMernative protandre. Elle
commence genéralemeant sa premigre maturite sexuelle en tant que méle. Puis, au cours de sa vie,
un changement de sexe pourra avoir lieu, passant de méle & femelle. De cette fagon, en fonction
de la longévité de |la population, le sax-ratic wva évoluer et la proportion da femelles deviendra plus
importante (Bayne, 2017). « De vrais hermaphrodites peuvent subsister aprés le stade juvénile
migis ils sont rares » (Marteil, 1875).

L'huitre creuse étant ovipare, la fécondstion s fait de maniére axterne. Les adultes matures vont
libérer leurs gamétes sous l'influence de stimuli extérieurs et les ovocytes vont alors &fre fécondeés
par les spermatozoides dans l'envircnnement extérisur. Au bout de quelguas heures, un embryon
est forme. A ce stade, 'embryon ne 5'slimente gua de maniére endogéne par les réserves vitellines
{Bayne, 2017). Ainsi, l'embryon est dépendant de |la qualité du phytoplancion qui & éts ingere par
les geéniteurs. Aprés 1 jour, lembryon afteint l2 stade Prodissccongue 1, autrement sppele larve D
en raison de sa forme (figure 1). Le vaélum, organe cilla, va alors se former et permetire & la larve
de nager dans la colonne d'eau &t de s'slimenter en phytoplancton (Helm et al, 2004), Au bout
d'une semaine, |z protubérance de la coquille s'acoroit et |a larve devient umbonée. Une semaine
plus tard. |s larve spproche la maturité et commeance & vouloir se fizer 4 un substrat gréce au
développement d'un piad (Rico Villa, 2008). Elle devient alors compétenie & la métamorphose (Ben
Kheder, 2017). Quand la larve a trouvé le support adapté, la métamorphose peut commencer {Helm
et al., 2004). Celle-ci conduit & une modification du systéme d'alimentation de la larve, le vélum est
remplaceé par les branchies {Bayne, 2017). La larve fixée perd alors son pied et devient une post-
larve ou neissain.
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Les changements de stades de |a larve la rendent plus sensible aux variations du milizu et peuvent
conduire & des fortes mortalités lors de ces changements. Ainsi, en écloserie, une attention
pariculiére est poriée & I'oplimisation ef au maintien des paramétres physico-chimigues ef aux
facteurs influencant la croissance et la survie des larves.

De ce fait, en etudiant les besoins physiclogiques des larves, les parameéfres suivants ont &te
contrdlés :

*  Température : I'eau de mer alimantant les bacs d'élevege est chauffés & 25°C et elle s'ajusie
progressivemant & la fempérature de la salle qui est de 24°C. Dans la litftérature, il 2 e
mantré que |z larve &levée pouvsail supporter des tempérstures sllant de 17°C & 32°C, mais
que |z ternpérature optimale tait comprise entre 24° et 28°C [Helm et al., 2004 © Rico Villa,
2009).

+ pH: le pH varie trés peu au cours de lMélevage af en général proche de 8,1 +/- 0.1, La larve
tolére des pH allant de 7.5 & 8,5 dans le miliew naturel.

% 02102 est contrélé par un systéme de bullage d'sir dans les bacs pour obienir entre 5.5
et 7.5 mg/L d'oxygene dissous (Helm et al., 2004).

Lz salinite n'est pas contrélés, elle varie au sein des bacs en fonction de s salinité du milieu. Le
pompage d'eau de mer sa faisant en embouchure de MNestuaire de la Seudre, ainsi la pluviometrie
influence fortement cette salinite, notamment lars de 'ouverfure des &cluses des bassins wersants.
De plus, considérant la courantologie, le liew est également sous influence des panaches fluviaux
de la Gironde =t de la Charente. Ainsi, su cours d'un méme &levage larvaire, des variations allant
de 23 & 31,7 ont &t& observées. Or. plusieurs publications ont rapporié gue la croissance tait
maximisée 8 une salinité de 25 [Helm et al., 2004 ; Utfing & Spencer, 1981). Cependant, la larve
reste toléranie & des salinités comprises entre 10 af 35
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3. Organisation des salles larvaires

Salle 1 ot 7 €'devage larvaire

Figure 2 - IdogeNsation oe I3 pisteforme expérimentale avec un focus sur les saffes d'élevage larvaire

3.1. Salle d’élevage larvaire 1

Flgure 3 - Organisation de ia salle arvave 1

La =alle d'élevage larvaire 1 est divisée en deux zones : une premiére zone dans laquelle I'élevage
va sa dérouler et une seconde zone dite de « rangement », séparée par un mur, qui sert de zone
de stockage du matériel et qui contient, entre autres, les vannes pour contréler I'arrivée d'eau dans

Ia salle (figure 2).
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Lz deuxiéma zone contient 'arrivés das tuyaux EOM BT (Eau De Mer Basse Température, 10°C),
MT (Moyenne Tempersture, 21°C), HT (Haute Température, 24°C) et AIR du réseau principal.
L'EDM HT a un raccordement qui permat de faire passer leau par un filtre & UV-C, radiation & 254
nm, & une dosa de 33 mJ.cm-2 avant de ressortir dans la premiére zona d'élevage. Ce systéme de
filtration U est un systéme secondaire, mis en place en cas de panne du systéme de filiration LW
primaire en enirée de la plateforme expérimentale. Le systéme UV primaire comporte deux
réacteurs UV-C & B lampes organiseées en parralléle dont la dose de fraitement est de 50 mJd.cm-
2. En fonction de la dose UV-C, les micro-organismes ciblés ne seront pas les mémes. Par
exemple. dans ls publication de Morgs et al. en 2024 il 2 &t& moniré gqu'une dose minimum de 37
mJ.cm-2 inactivait le virus OsHV-1. Leficaciteé des UV dépend de plusieurs facteurs dont la
transmittance de 'eau de mer ef |a présence de Fer ou de Manganése le cas échaant, qui adhére
& la gsine de quariz qui protége e lampe et empéche sinsi les radiations de passer. De plus, une
filtration mécanigue ast le plus souvent faite en amont de la stérilisation pour dabarrasser I'eau des
matigres en suspension pouvant absorber les rayonnements U et sinsi réduire eficacité du
traitement. La zone permet également d'entreposer les tamis et les poches et cartouches des
systémes de filirstion mécanigque utilises dans les salles larvaires 1 et 2.

Les 3 tuyawx EDM de la deuxiéme zone ressortent dans la premiére zone d'élevage of passent par
deux filires mécaniques, un filtre 3 poche & 1 pm puis un filtre 3 cartouche 1 pm. Deux filtres &
poches et deux fillres & cartouche sont présents pour pouvoir lors des élevages ufilisés deux
tuyaux. Le tuyau AIR passe asu-dessus des 70 bacs cylindro-conigues de 30L. Le systéme de
bullage de chague bac est connecte & ume sortie du tuyau AIR. Une paillasse comportant une
loupe binoculaire et du matériel de comptage (cellule de Sedgewick Rafter, béchers, pois) est
située & coHté des bacs.

3.2. Salle d'élevage larvaire 2

Flgure 4 - Sale g&levage \anale 2

Confrairement 4 la salle larvaire 1, la salle larvaire 2 comporte qu'une seule piéce regroupant les
systémes de filiration 2t les infrastructures d'élevages. Depuis la pramigre modalisation de |z salle
en 2021, des changements de matériel ont eu lieu dans la salle et ceux-ci ont &été mis en svant

CrasTOnires Qines
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grace aux photos sur la figure 4. Les salles larvaires 1 et 2 fonctionnent de la méme fageon, o'est
pourguoi seules les diffiérences avec la zalle 1 seront présentées.

En o2 qui conceme les systémes de filtration, cetie fois-ci la filtre UW-C a &t place en aval de la
filtratiocn mécanique, par poche puis par cartouche. 84 bacs cylindro-coniques de 30L sont &
disposition mais également 88 bacs en systéme d'élevage en flux dynamigue.

4. Conduite d’'une ecloserie, de la maturation a la fixation

41, Prophylaxie

Avant d'enfrer dans les szalles, l'ufiissteur doit se munir de botes pour se protager (EFI —
Equipement de protection individusl) mais aussi pour viter de contaminer les zalles. Les =zalles
sont farmées par des portes & fermeture sutomatique. En entrant dans la salle, I'ufilisateur doit
passer par un pédiluve rempli de Virkon S, désinfectant ayant un large specire d'action sur plus de
350 souches de bactéries, virus ef levures. Ce padiluve est changé 1 fois par semaine par les
utilisateurs.

Avant qu'un nouvel Elevage commence. les bacs ef ef les tuyaux sont nettoyés avec un datarirant
détergant et les sols sont rincés plusieurs fois &8 Neau sanitaire chaude.

Lors des elevages un tablier est fourni pour proteger I'utilisateur des projections, et notamment des
potentislles projections d'hypochlorite da sodium (javel). En effet, de Mhypochlorite de sodium &
135 est utilisé pour nettoyer les bacs. Ce nefioyage == fait & l'side d'une éponge, des gants et des
lunettes de protection sont fournis en EFI.

4.2, La maturation

En &closeriz. la salle de maturation permet d'accélérer la gaméafogénése des sdultes en les
conditionnant & 20°C. Dans le milieu naturel, chez Fhuitre creuse, |z gamétogénése commence &
des températuras supérieures & 3°C. Il faut & I'huitre une certaine guantitd de degré-jours pour
gu'ellas libérent ses gamétes. Les huitres en maturation peuvent alors étre utiliséas en tant que
géniteurs & partir 45 jours d'élevage & 15-20°C. Le processus de maturstion se déroule de la
maniére suivante :

& Avant d'enfrer en salle de maturation, les huitres, et particuligrement les huffres sauvages,
ont leurs coquilles brossées pouwr refirer les épibiontes et ainsi ne pas contaminer le milieu
d'élevage

# Enzuite. elles sont stockées dans das clayettes placfes dans des auges de 250L & flux
ouvert.

# Pour que les huitres s'ascclimafent su changement de fempérsture, la montée en
température & 20°C se faif progressivemant, en une semaine anviron, puis elle est stabilisée

# Pendant toute la maturation, un spport quotidien en Skelefonems marinod (RCC T75) est
effectus.
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43 L'élevage larvaire
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Figure 5 - Chronoingie dun glevage Isrvaire 4 \a PMMLT fen effecivant A fconoation wr Lmnal)

L'élevage larvaire & la PMMLT se daroule sslon la figure 5. Lors de I'élevage il y 8 trois périodes
clés correspondant aux périodes des 3 grands stades larvaires présentés & la figure 1 :

# Lne premigre remiza & densite & 100 000 larves &8 M car les larves ont atteint le stzde de
larves DO

*  Une deuxiéme remize & densité 4 50 000 larves car les larves ont atteint le stade de larves
umbonées,

+ Ledébutde 'envoi en micronurserie lorsque les larves ont atteint le stade pediveligére oaillé
et qu'elles sont prétes & se fixer 8 un subsirat, la microbrisure.

Entre chagque remize & dansité, tous les lundis, mercradis et vendradis, une vidange des bacs (ou
sous-tirage) est effectuée pour renouveler le milieuw et pour liminer la gueus de lof, les larves
mories ou etant frop petites. L'alevage prend fin lorsgue |2 quantité de larves nécessairas a afe
envoyeas en micronursere. Ce nombre peut varier en fonction des objectifs du projet en cours.

A nofer gue lez jours indigués surla figure 5 varent légerement en foncfion du jour de fa fécondation
flundi, mardi, ).

4.3.1. Mise en place de |la salle larvaire

La premigre &tape de |'élevage consiste & ouvrr les vannes et & mettre en place les systemes de
filtration d'eau pour ne pas contaminer les larves.

# Avant toute chose, aller dans la
zone de « rangement = =t
reproduire  le  placement des
vannes de la figure 8. De cette
fagon, I'eau gui rentre dans ls
salle passe biem par I'UW. En
paralléle, rebrancher UV 20
mins avant utilisation, temps de
chauffe nécessaira avant
d'obtenir la  capacité de
désinfection. Figure § - Mise en pigce dans fa zone de rengement

# [Dans |a salle principals, ouvTie
les vannas de I'eau chaude « HT =, & 24°C, et laisser couler I'eau avant de commencer &
['ufiliser. En effet, la premigre eau peut éfre furbide, il faut donc patienter avant de I'utilisar.
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* Une fois ce temps passe, monter les 2 filires
mecaniguas. Pour monter le filire & poche,
insérer une poche de 1 ou 3 wm (frouvable dans
la zone de rangement) dams s structure
principale. Refermer le couvercle an le vissant.

# Pour monter bz filire & carouche de 1 pym, placer
la cartouche dans le fube et le wisser & la
structure principale.

# Puis brancher le tuyau le plus court de la sorfie «
EDM HT = & I'entrée du filtre & poche et brancher
le tuysu le plus long a |z sortie du filire &
cartouche (figure 7). De cette fagon 'eau qui sort
du tuyauw le plus long passe bien par les deux
filires. Enfin, refermer la vanne d'évacustion en
bas du filire & poche, de cette fagon lMeau sortira
bien du tuyau. Sinécassaire, évacuer la pression
contenue dans le filire 3 poche en ouvrant la vanne blanche.

* fAyant de commencer & remplir les jarres qui vont &tre utilisées pour M'élevage, préparer un
sceau de javel diluge. Pour cels, ufiliser le bidon jaune —
d'hypochlonte de sodium & 13% et verser doucement a T
I'mide du tuyaw un filef de javel dans le seaw rempli avec 4
litres d'eau sanitaire chaude.

# Une fois fout cela fini, remplir les jarres de 30L d'eau de
mer & |'side de I'embout courbé de sorte & ce que | nivesu
de leau sa situe juste en dessous du numéro associe & la
jarre. Fermer completement la vanna en bas de Iz jamre
pour ne pas gue I'eau sorte (figure 3).

% Puis définir le bullage en réglant la moletta jsune. Le
bullage doit &tre Iéger pour ne pas abimer les larves.

Figure 7 - Branchement oes fusus

Flgure B - Sysiéme de buMage et oe
vidange dun bac

4.3.2. Sexage par stripping

# Eliminer les épibiontas en frotiant Is coguilles des hulires issuss de la maturation avec
une brosse.

* La premiére atape du sexage consiste a distinguer les méles des femelles & I'czil nu.
Pour différencier les méles des femelles, faire une premigra observation da lz gonade 2
I'czil nu en cuvrant Mhuitre. Chaz ka femelle, Iz gonade va étre plus jaune gue chez le médle
gui aura une gonade plus terne.

* Pour confirmier la premigre sélection, effectuar une incision & I'side d'un scalpel au niveau
de la gonade. Prélever das échantillons de laitance [ovocytes ou spermatozoides), par
exemple avec une allumsite, de chague huitre et déposer ce prélévement sur une lame.
Obsenser au microscope au grossissement x400 et x100. Les spermatozoides doivent
Etre mctiles et les ovocytes doivent étre an forme de poire. Une fois réhydratés les
ovocytes reprennent une forme ronde (Helm et al. 2002). Les individus hermaphrodites
sont écartés.

« Ensuite, commencer par stripper les famelles, car un comptage des ovooytes sera
necassaire par la suite, puis stripper les méles. Le stripping ='effectus de la manigre
suivants : & l'aide d'une pissette d'eau de mer filtrée & 1 pm éliminer les débris présents
dans I"huitre. Ensuite faire plusieurs incizions légéres sur la gonade pour libérer les
gameétas fout en etant précautionnawx pour ne pas sbimer la glande digesfive qui se situe
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juste en dessous. Sides morceaux de glande digestive sont récupérés, les gametes
peuvent &tre contaminés par des tissues ou des micro-organismes [Helm =t al. 2004),

* Regrouper tous les gamétes femelles dans un méme bécher (pool)

*  Silslevage s'intéressa aux croisements entre familles alors déposer les spermatozoides
de chiaque individu dans un bécher séparé. De cetfie facon, Is contribution de chaque
mala & la fécondation sera connue. Sinon, il est possible de pooler tous les
spermatozoides.

M Le remplizsage des pizseffes doif e faire 8 lexférieur de ls paillasse, sans contas! aveo celle-
of, paur éviter leg confaminabions enire lofs.

Gl ou 21080

Figure [ - Principales &lapes du sexage (orée SVec Slofender)

4.3.2. Fécondation

s Avant d'effectuer la fécondstion, passer les gamétes femealles séparément sur dews tamis
imbriques : un de 100 pm, pour retenir les potentiels dechets de glandes digestives ou de
coquilles, 2t un de 20 pm pour retenir les gamétes femelles.

& Les gamétes femelles tamisées sont récupéraes dans un bécher rempli d'eau de mer filirée
pouvant aller de 2L & 5L en fonction da la guantité &'ovooytes prélevée.

# Les gamétes midles sont égalemant récupérés dans un bécher rempli d'eau de mer filtrée

L'ocbjectif de |z fécondsation est d'obtenir 2 000 000 d'ovocytes par bac d'élevage. Pour &ire sire de
Iz guantité d’ovocytes amende par bac, il faut alors déterminer la quantité d'ovocytes au sein du
bécher de 2L Pour cala :

# Faire une dilution par 100 puis prélever S0plL de cette scolufion diluge af déposser-en 2
exemplairas dans une chambre de numérasfion Sedgewick Rafter (grille de 1mL subdivizant
1mlL dans 1000plL).

# Compter l2 nombre d'ovocytes dans chague goutie déposée puis faire la moyenne pour
ocbienir le nombre d'ovocytes dans 50pl (figure 10 a). En fonction du nombre d'ovocoytes
denombrés, prélever un volume & diluer dans un plus grand volume d'eau de mer szlon |a
méthode de la figure 10 b

+ Effectuer un produit en croix pour déterminer ke volume & apporier par bac pour avoir 3 000
000 d'ovocytes.
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Les spermatozoides ne sont pas
comptés mais  leurs gquantités est
appreciee 8 [Iemil La qualiteé des
spermatozoides est cependant verifiea
lars du sexage en observant lbeur
motilite.

Ensuit. répartir le contenu du becher
d'ovocytes dans n béchers, n étant le
nombre dindividus méles. Ajouter las
spermatozoides, remis en suspension
pour avoir les individus les plus motiles
en surface, directement dans les
bechers contenant les owocoytes. Il faut
Environ 100 fois plus de
spermatozoides gue dovocytes. De
nouveau =i les familles n'ont pas
d'importance alors gjouter  les
spermatozoides poclés  au
ovocytes poolées.

Attendre une demis heure que
fécondation se fasse =t vérifier

- Pl i ek b fir=in ¢ o irvaiEh vl
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Figurs 10 - Etapes pour obienir 2 volume o'ovocytes 4
appartar par bac
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au

microscope gue les ovooytes ont été fecondés =t quiil v & donc suffisamment de
spermatozoides (Ovooyte facondé en figure 1)

Fuis, sjouter le volume préacédemmeant caloule & chague bac.

FPour finir, identifier clairement les bacs pour ne pas confondre les lots.

4.3.4. Sous-tirage

Au cours d'un elevage, les larves ne se développent pas a la méme vitessa. On chsarve, une téie,
un corps ef une queue de lot La téte de lot est la proportion des larves qui se sont le misux
développées. A l'inverse, la quewe de lot représente celles qui sont ke moins performantes en
termes de croissance. Le corps comespond & la parfie intermédiaire qui est généralement la plus
nombrause, Ainsi. pour optimiser le développement, les densités sont ajustées tout au long de
lélevage. Le sous-tirage = lisu dés le premier stade larvaire atteint. 1l consiste & vider chague bac,
le neffoyer et l2 reremplir d'eau de mer pour renouveler la qualité deau. Lors de cette étape, les
larves sont récupérées sur des tamis dont la maille est adapie au jour d'élevage =t & Iz taille
qu'elles devraient avoir. Ainsi, |2 tableau 1 reprend les mailles de tamis associées au jour 4 élevage

pour le deuxigme élevage ALADIN.

Tatiear T - Malles 5550c8es Bl our T8evage iors ou derxieme dlevage ALADM. L3 t5ie mIMMUm 58 caicule par is
alaganale de Is maiie, d=L =42,

Jour Maille du tamis Taille minimum a partir de laquelle la larve
d’élevage [en pm]} est retenue (en pm)
J1aJz 45 i 7]
J4 3 J6 G0 25
J7 a0 E5 120
J11 a3 100 140
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J14 3 15 2200125 285175

J18 3 Jfin 2200125 285175

Les mailles ufilisées varient selon la vitesse de croissance des larves. Ainsi, pour déterminer la
miaille & utiliser, il faut prendre dawx tamis de mailles de tzilles proches mais difféerentes. FPlacer le
tamis avec ks maille la plus grande au-dessus du premier. Sous-tirer l2 bac et observer quel tamis
contient k2 plus de larves. Celui contenant le plus de larves sera celui 2 ufiliser pour la suite das
sous-tirages du jour.

Paour rézliser le sous-firage des bacs, proceder de la maniére suivante :

Récuperer les tamis dans la zone de rangement et verifier que la maille n'est pas
endommagée o2 qui risquerait d'antrainer des partes de larves.

Rincer au jet d'eau chauwde sanitzire les parcis 2t la maille des tamis. Puis rincer une
deuxigme fois aves le fuyau d'EDM chauds.

Plzcer les tamis dans |z rigole de sorte & ce quil soit en bisis et donc que la maille ne soit
pas directement en contact avec la surface pour éviter les contaminations (figure 11 a).
Metire |2 tuyau de vidange du bac dans le tamis mais éviter que celui-ci touche les parois
ou |z maille pour ne pas que les larves soient écrasées contre lorsque les vannes seront
ouwertes.

Vider les bacs, en ouvrant | vanne située & la base des bacs cylindro-coniques au 374, frois
par trois pour ne pas que les larves soient trop longtemps assec sur les tamis.

Dés gue le bac est vide, prendre un pot de 400mL ot le passer & I'eau de mer.

Frendre un des post-it du bac vidé pour le coller sur le pot et zinsi ne pas confondre les lots.
Faoser le pot sur une surface plane et séche pour éviter qu'il glisse et procader au transfert
des larves du tamis vers le pot

Pour cela, passer d'abord le jet d'eau da mer sur les parois du tamis pour récupérer toutes
les larves et pencher le tamis de sorte & les regrouper dans un coin.

Flacer ensuite le tamis juste au-dessus du pot, sans qu'il soit directement en contact avec
celui-ci, et passer le jet, avec une prassion frés modérée, & proximité du coin ol =& frouve
les larves. Pencher l&gérement le famis en méme femps pour que leau et les larves
puissent couler doucement dans le pot (figure 11 B)).

Une fois que toutes les larves onf @& transférées dans le pot. Passer de nouvesu le jet sur
les parois du tamis et réitérer I'étape précédente pour s'assurer gu'il ne reste aucune larve
dans le tamis.

Metire Iz pot de cdte le temps de remetire les bacs en eau mais ne pas le lasisser trop
longtemps car les larves sont contenues dans un tout petit volume deau.

Entre chaque bac, rincer le tamis & I'eau chaude sanitaire puis 4 FTEDM chaude pour nie pas
avoir de contaminations enfre les lots

Avant de remettre les bacs, il faut procéder & leur nettoyage. Pour se faire -

Fasser |2 jet d'eau sanitaire chawde sur les pargis intérieures des bacs.

Fuis laver les bacs & 'aide d'une éponge de javel diluge préalablemeant préparés.

Laisser agir le temps de passer la javel dans les aufres bacs.

Ensuite, rincer les bacs 4 I'side du jet d'eau sanitaire chaude et rincar également les deux
cétés des couvercles.

Remplir les bacs avec le tuyau d'EDM chaude et brancher un embout courbé sur le tuyau
pour fadliter le remplissage. Ouwrir et fermer successivemant 2 fois Ia vanne du bac pour
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deécrocher les larves pouvant étre coincées dans le coude du fuyau. Arréter le rempliszage
lorsque I'eau arrive juste en-dessous du numérs du bac.

Une fois les bacs remplis, les larves peuvent &tre recoulées. Four cela, avant de verser le
contenu du pot dans le bac, s'assurer que le post-it du pot correspond bien & celui du bac et le
recoller sur le bac. Fuis, verser le contenu du pot dans le bac en verifiant qu'il ne reste pas de
larves dans le pot (figure 11 ).

n:bl

Flgure 171 - Les élapes ou changement 085y §) S0Us-Irsge du bac &) transrer
dies larves ou famis au pof ¢ FEasuiEge 0es [Eves

a)

Une fois les larves recoulées, procéder su nourrissage des bacs, dont la composition de |a rafion
ast précisés en partie 4.3.8. Il suffit de verser le contenu du pot de phytoplanctons dans chaque
bac an prenant garde & ne pas directement mefire en contact le pot et le milieu délevage, étant
donné gue le méme pot est ufilizé pour le nourrissage de chaque bac.

Si un épisode brutal de mortalité est constate, un fraitement antibiotique a5t génaralement applique.
Aucun fraitemeant ne peut &tre fait en préventif depuis I'entrée an vigueur en janvier 2022 du
reglement 2018/8, sauf dans des cas excepfionnels. L'antibiotique prescrit par le vétarinaire
reférent est Gentamicine 4% du laboratoire Wirbac. En fonction de la situation, le vétérinaire va
indiquer le temps de traitement et la quantite d'antibiotiqgue & adminisirer. Pour cala :
+ Récuperer le flacon dans le frige de la salle phytoplanctons ainsi que la fiche de suivi
associés
* A I'side de la seringue, injecter dans chague bac la quantité prescrite. Me pas mettre
directement en contact la seringue et le milieu d'élevage.
# Fuis, compléter Is fiche de tragabilité

4.2.41. Cas particulier : Remise a densite
En ce qui concemne les remises & densité, au lieu da recouler directement les larves dans les

bacs, celles-ci vont Etre comptées pour déterminer la quantité qui doit &fre conservée. Pour cela,
ufiliser la loupe binoculaire présente sur la paillasse de la salle.

+ Remeifrz an suspension les larves a I'side o b o
d'une cuillére  propre. Faire des N 1, o s
mouvernents verticaux de gauche & droite Ly )
pour svoir une répartition homopgéne des .-'/‘ T, r
larvas. [ \ .,-"'-.1 s 'l ~
* Préparer une micropipeiie en coupant le I\L | -./.-" T
bout du cine et en élargissant le diamétre T

Coemctuse de @ Lemer
au fur et & mesure gue les larves se Figure 12 - Fréparation dune lame pour ie compdage oes
arves iors de i3 remise & oensitd
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developpent pour ne pas bisiser les résultats.

Tout en mélangeant, prélever 50pl du pot & la micropipette et déposer les su cantre &
gauche d'uns lame guadrillée en faizant en sore de lzsisser de |a place pour 2 autres dapdts
{Figure 12).

Recommencer 2 fois en décalant les depdis vers la droite puis placer la lamellz.

Flzcer la lame sous la loupe bincculsire af observer la mofilité des larves, révélafrice de
I'atat physiclogigue des larves. Puis =i les larves sont trop mobiles, ajouter une goutie
d'ethanaol & 20% a chague deépdt pour les fixer.

Ensuite compter le nombre de larves vivantes (ni mortes, ni anormales) par depot.

Faire la moyenne des 3 comptages et rapporter cette moyenne au proportion initisle pour
¥,

obtenir le nombre total de larves, soit ¥, = ——
L
Recouler le volume nécessaire pour ka quantité de larves associée & la remise 8 dansite,

150 D00 ou 50 000. Par exemple, V., = -0 “lost

pok

"ll.'.l\:

4242  Cas particulier : Envoi en fixation

Lors de I'envaoi en fication, 2 tamis de dews mailles différentes sont systematiquement utilisés. Les
larves retenues sur la maille la plus grande iront en focation tandis gue les larves retenues swr la
mzillz |z plus petite seront remizses en élevage larvaire. Les larves partant en fixation doivent alors
&fre comptées pour ne pas dépasser le seuil fixé en début d'élevage. La larve préte 8 étre envoyée
an fixation & développer un pied gui lui permeatira da se fixer 3 un support adapte et de commencer
son cycle de vie benthigue.

4.3.5.

Frendre le pot avec les larves retenues sur le tamis le plus grand et remetire en suspension
les larves & I'side d'une cuillére propre. Faire des mouvements verticaux de gauche & droite
pour avoir une réparition homogéne des larves.

Tout en mélangeant, prélever 200uL du pot ef déposer les dans le coin & gauche d'une lame
guadrillée en faizant en sorte de laisser de la place pour 2 autres dépots.

Recommencear 2 fois en décalant las dépots vers la droite. A ce stade, il n'est pas nécessaire
de placer la lamelis.

Flacer la lame sous la loupe binoculaire et compter le nombre de larves vivantes (ni mories,
ni anormales) par goutte.

Faire la moyenne des 3 comptages et rapporter cette moyenne sau proportion initisle pour

. . [F -
obtenir le nombre total de larves. soit N.or = —= —.
o
Envoyer le volume nacessaire pour la guantite da larves associée & Fenvoi en fcation, M.
Mraax =W,
Far exemple, Vi = N—'"‘

ok
Zi la quantiteé max est atteinte pour chaque lof, alors Mélevage prend fin. En revanche, si
certzins lots n'ont pas leur quota de larves & envoyer en fication, alors M'élevage continue.
Cans ce cas. les bacs comporiant les lots ayant stteints le maximum de fixation seront tout
de méme compiés pour connaifre |2 survie larvaire, mais elles seront directement jetées
par la suite.

En ce gui concermnes les larves retenues sur la plus petite mzille, & la fin de 'élevage alles
sont également comptées puis jetées pour estimer la survie larvaire.

Suivi de I'élevage en dehors des jours de sous-tirage

En dehors des jours de sous-tirage, le bon déroulemant de |'élevage doit &tre verifia.

EMh»‘.ﬁ
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+  Verifier visuellemeant gue les larves se sont bien
alimentées en observant |z difféarence de
coloration de l'eau délevage entre la veille, juste
aprés le nourrissage. et aujourd'hui. Par rapport &
un apport de phytoplancton récent, la couleur de
l'eau d'élevage doit &fre plus claire témoignant
d'une consommation du phytoplancton par les
larves.

+ Observer la motiliteé des larvas dans les bacs
d'élevage 4 l'side d'ume source lumineuse. Puis
prélever aléstoirement des larves dans 3 bacs
pour verifier leurs mofilites et ='il ¥ a la présence
de nombreuses larves mortes ou s'il ¥ & des lanves
malformees {figure 13)

+ Comme énoncé dans la partie 4 2.4, si un épisode
de fortes mortalités est observe il est possible
d'appliquer un traitement antibiotique avant gque 2
les hactéries mises an cause decimant entigérete Figure 13 — Larves hufte creuse avant et

du cheptel. apres Infection @ wne souche de Vibro. (4] et
(E) iarves en bonme sanié (C), (D) ef JE) larves
maiformess (F) Jarve more [Lishiima, 2075)

4.3.6. Apport de phytoplancton

Le nourrissage commence & J1, a8 partir du momant ol le systéme digestif de la larve s'est
développé. Plus l'élevage avance dans le ftemps et plus la larve swre des besoins en
phytoplanctons importants et vares. Classiguement, le rationnement se fait selon le tableau 2.

Tableay 2-Tableay de ralionnemsent du phyfopancion sppons en dievage Invaire

Mombre total de cellules

w Frolocoke de production die larves O huline crecse (Sassosres Qiges) Diarle dapploation : 25072024 514
- e o ions confrfibbes

Rif, 1.02.5.13_Version 1 du 2507/2024 EMMA
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I

Cependant, les rations sont l2 plus souvent adsptées en fonction de la densité des larves lors des
alevages et de la consommation partielle cu totale du phytoplancton (coloration de I'eau de mer).

4.3 7. Mettoyage des salles larvaires

Ala fin de chague journée délevage, il est indispensable de ranger et da natfoyer |z zalle
larvaire. Pour cela, dans un ordre quelcongue :

Rincer les pots et les cuilléres & 'eau chaude
sanitaire.

“ider le z2au de javel et le rincer & 'eau
chaude =anitaire ainsi gque I'éponge

Rincer les tuyaux et embouts utilisés en les
branchant quelgues secondes sur le réseau
d'esu sanitaire.

Couper la vanne d'eau de mer chaude de la
premiére zone et ouvrir la vanne de vidange
situés en bas du filire & poche. Davisser |e filirz
& cartouche et retirer la carfouche pour la
rincer au jet d'eau chaude sanitzire. Puis retirer
le filire & poche et déposer la poche sur le Fiqure 14 - Queiquas atapes i netioyage
support prévu a cet effet. Fasser le jet sur

I'ensemble da |z poche jusqu'a ce que l'esu gui coule de |a poche devienns claire (figura
143

Débrancher 'UY situé dans la zone de rangement.

Vider puis enrculer les tuyaux sur les porfoirs associés.

Rincer les tamis & lNeaw chawda sanitsire et les ranger dans la zone de stockage.

Crassosines Qigms
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La micro-nurserie

Les pots contenant las larves prétes & ficer sont amenges en micro-nurserie. Au préalable, préparer
la zalle de la manigre suivanta

45

Werifier puis rincer les tamis de 150pm & I'eau sanitaire chaude.

Annoter le tamis au nom du lot dans lequel sera coulé les larves.

Flacer le tamis dans une des auges de la salle sous une des sorties d'eauw.

Puis, remnplir un pot de 400mL au % de micro-brisures {guantité pour environ 1 tamis).
“erser la micro-brisure de manigre homogéna pour recouvrir la maille sans la colmater.
Werifier gue ke niveau d'eau se situe 3 seulement quelgues centimétres de |z maille. Si le
niveau d'eau est frop éleveé, les larves se fseront sur les parois du tamis et non sur la micro-
brizure.

Enfin, couler les larves en les répartissant dans ke tamis.

Suivi des futurs naissains

En salle de micro-nursene, lorsque les larves sont fixées et qu'elles ont atteint 2 8 3 mm, il faut
enlever la microbrisure pour ne récupérer gue le naissain. Un comptage du nombre de naissains
est également effectué pour connaitre le taux de fixation, le nombre de larves ayant foé par

rapport au nombre qui & 8ie envoye.

Four determiner le tawx de fixation - Figure 15 - Malssains aprds
awair et 18 microbsuee

En procédant bac par bac, passar les ngissains sur un tamis de
250 pm & I'side d'un jet d'esu. La micro-brisure n’ayant pas
servi de support de fixation sux larves passers & fravers la
maille tandis gue les naissains resteront au-dessus (figure 15).
Refransférer les naissains tamisés dans leur tamis de 150um
pour ne pas confondre les lots.

Fréparer surla paillasse de la salle de micro-nurserie - une loupe
binoculaire, une balance, 2 bolies de patri quadrillees, une
cuillére et une pincs.

Feser une boite de pétri sur la balance et la tarer.

Frelever 4 I'zide d'une cuillére toutes les larves du tamis et les
deposer dans la bolte de pétri tarée pour connaiire le poids
humide total des naissains.

Echartillonner unie petite quantité de naissains pour estimer s
guantite totale. Powr cela, peser une nouvelle boite de patriet la
tarer. Puis & I'side d'une cuillére prélever une petite quantite de
naissains et déposer-la dans la boite de patri. Pour faciliter le : pP—
futur comptage, prélever entre 0,10 st 0,20 gramme {poids .]:?;E'e e EECMF;E;;H;:
humide par échantillon}. Schantivondes gans wne balte
Ajouter dans cette boite de patr, une petite quantité d'eau de  de peii quadiiizs

mer de sorte 4 recouwrir I'ensemble de la surface. Puis &

I'side d'une pince répartir les naissains dans |z boite de pétri pour faciliter le comptage de
IFechantillon {figure 16).

Faire 2 échantillons par kot pour réduire les risques d'ermeur.

Il se peut que des naissains s soient fixés aux parcis du tamis. Dans ce cas, il faut sjouter
au compiage précedent une estimation du nombre de naissains ayant fixé aux parois.

Finalement, le taux de fixation peut éfre calouls :
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Transférer ensuite s totalité des naissains dans des tamis de 150 pm pour gu'ils confinuent leur
développement en micro-nurseries. Par la suite, au fur et 8 mesure de leur croissance, les naissains
seront transférés dans des tamis de 350 pm, 500 pm et enfin 1000 pm. Les tamis ne contenant
plus de larves sont mis & tremper dans une cuve remplie de peroxyde d'hydrogéne pour désinfecter
les tamis ef décoller les naissains potentiellemeant restas sur les parois.
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Annexe VII — Exemple de macro sur ImageJ utilisée pour les larves a J14 lors du premier
élevage. Les lignes en rouges sont celles faisant I’objet de modifications en fonction de

I’échelle de la photo et de la taille et forme des larves étudiées (Degremont).

run("8-bit");

run("Set Scale...", "distance=0.324 known=1 unit=um");
[/run("Brightness/Contrast...");
run("Apply LUT");
setAutoThreshold("Default");
J/run("Threshold...");
//setThreshold(0, 150);
setOption("BlackBackground", true);
run("Convert to Mask");

run("Fill Holes");

run("Watershed");

LI I}

area_fraction display redirect=None decimal=3");

summarize add");

run("Set Measurements...", "area mean perimeter shape feret's median skewness kurtosis

run("Analyze Particles...", "size=20000-80000 circularity=0.5-1.00 display exclude include

25



Annexe VIII - Evolution de la salinité dans les bacs d’élevage au cours du premier élevage
(EL1) et du deuxiéme élevage (EL2). Les barres d’erreur correspondent a I’écart type a

la moyenne.

Salinité

Salinité

310

30,0

290 |

280

27,0 F

250

24,0

230 |

22,0

320 r

310

30,0

290 F

280

27,0 F

250

24,0

Evolution de la salinité au cours du premier élevage larvaire (EL1),
du 20/02 au 08/03

—3x =——Q

Evolution de la salinité au cours du deuxiéme élevage larvaire (EL2),
du 15/04 au 03/05
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Annexe IX — Positionnement multidimensionnel non-métrique (NMDS) basé sur les
distances de Bray-Curtis (a) et les distances de Jaccard (b) pour le compartiment « EDM »

(a) Antibiotique @ non & oui  Jour d'elevage J1 J7 @ )14
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Annexe X — Positionnement multidimensionnel non-métrique (NMDS) basé sur les
distances de Bray-Curtis (a) et les distances de Jaccard (b) pour le compartiment « Larves

»

(a) Antibiotique @ non 4 oul  Jour d'élevage J1 @ J7
A
0.2
L
0.0 ®
e
R Stress: 1e-04
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Stress: 1e-04
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Annexe XI — Positionnement multidimensionnel non-métrique (NMDS) basé sur les
distances de Bray-Curtis (a) et les distances de Jaccard (b) pour le compartiment
« Phytoplancton »

(a) Breeding time J1@J7@ J14
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