
Groupe de travail sur la Reproduction des Mollusques 
Bivalves d'Aquaculture Marine (Nantes 14-15 nov.95) 

VARIATIONS DE LA QUALITÉ DES EMBRYONS DE Crassostrea gigas 
ET DE Pecten maximus DUES À LA QUALITÉ DES GAMÈTES. 

DEVAUCHELLE N.*, J. COSSON**, G. DORANGE***, N. DOUBOVICK*, C. 
FAURE*, J.P.GIRARD****, P. MICARELLI*, L. ORSINI*,*, M.E. V ALDEZ***, 
*Jfremerlcentre de Brest, DRV/RAIMollusques, BP 70, 29280, Plouzané (F) 
** URA, 671 du CNRS, Université de Paris 6, Station marine, 06230 Villefranche /mer (F) 
***Unité de culture cellulaire, UFR des Sciences et Techniques, Université de Bretagne 
Occidentale, 6 Avenue Le Gorgeu, BP 809, 29285, Brest cedex. (F) 
****Université de Nice Sophia Antipolis, faculté des Sciences, laboratoire de Physiologie 
cellulaire et comparée, Parc Valrose, 06034 Nice cedex (F). 

Résumé. La variabilité qualitative des embryons de bivalves produits en écloserie est d'origine endogène ou 
exogène. La recherche de méthodes adaptées à la réduction de la variabilité et à l'optimisation des résultats 
d'élevage nous a conduit à étudier les causes possibles des variations de qualité. 
Ce papier présente des résultats d'expériences conduites sur les relations entre variations de la qualité des 
gamètes mâles et fécondation ou développement embryonnaire. La qualité des gamètes femelles est traitée par la 
présentation de résultats sur les variations de la densité des ovocytes et par une analyse bibliographique. 

INTRODUCTION 

La production artificielle de Mollusques Bivalves est réalisée à l'échelle industrielle, en 
France, depuis les années 70-80. Une forte variabilité dans la production a été constatée et 
pose problème. La qualité des gamètes mâle et femelle est, pour partie, à l'origine des 
variations de la qualité des embryons produits. Nous avons recherché sur le sperme d'huître 
creuse et de coquille St-Jacques les relations entre des caractéristiques anatomiques, 
morphologiques et physiologiques et leur pouvoir fécondant. Les résultats des expériences 
ont été publiés dans plusieurs documents (Devauchelle et al., 1994a, 1994b, Faure et al., 
1992, 1994a, 1994b, Faure, 1996). Ce papier en présente une synthèse. La qualité des 
ovocytes, elle, a été appréciée chez la coquille St-Jacques par les relations entre les résultats 
de mesures de densité et les performances d'élevage des ovocytes fécondés. Les études 
réalisées sur les ovocytes sont moins nombreuses que celles réalisées sur le sperme. C'est 
pourquoi, en ce qui concerne les ovocytes, ce papier présente principalement les résultats 
d'une analyse bibliographique, qui indique quels sont les critères et les méthodes de mesure 
choisis, jusqu'à présent, pour qualifier les ovocytes de bivalves, les ovocytes d'autres espèces 
animales et d'autres modèles cellulaires que les ovocytes. 
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Tableau 1 : Indice de mobilité des spermatozoïdes de Pecten maximus en fonction du mode 
d'obtention et du lieu de prélèvement du sperme. 

Mode Sans Stimulation thermique Stimulation chimique 
d'obtention stimulation 

du sperme 
Lieu de Gonade Gonade Gonopore Eau de mer Gonade Gonopore 

prélèvement 
du sperme 
Indice de 1,8±0,4 2,2±0,3 5,0 ± 0 5,0 ± 0 2,0 ± 0,4 5,0 ± 0 
mobilité (6) (6) (6) (6) (6) (6) 

Les résultats obtenus sont exprImés sous la forme : moyenne ± erreur standard, le chiffre entre 
parenthèses indiquant le nombre de lots de sperme. L'échelle de mobilité de 1 à 5 est définie par : 1 
de 0 à moins de 1 % de cellules mobiles; 2 ::::: de 1 à moins de 25 % de cellules mobiles; 3 ::::: de 25 à 
moins de 50 % de cellules mobiles; 4::::: de 50 à moins de 75 % de cellules mobiles; 5 de 75 à 100 % 
de cellules mobiles. 

Tableau 2 : Vitesse de déplacement des spermatozoïdes de Pecten maximus en fonction du 
mode d'obtention et du lieu de prélèvement du sperme. 

Mode Sans Stimulation thermique Stimulation chimique 
d'obtention stimulation 

du sperme 
Lieu de Gonade Gonade Gonopore Eau de mer Gonade Gonopore 

prélèvement 
du sperme 

Vitesse 117±7 121 ± 10 185 ± 9 187± 8 119±7 189 ± 7 
progressive (3) (3) (3) (3) (3) (3) 

(VSL) [20] [23] [24] [18] [21] [22] [19] [211 [23] [21] [23] [24] [19] [22] [25] [16] [26] [28] 

(pm/sec) 
Vitesse 159 ± 13 164 ± 12 266±9 273 ± 8 160 ± 7 281 ± 7 

curvilinéaire (3) (3) (3) (3) (3) (3) 
(VCL) [20] [23] [24] [18] [21] [22] [19] [21] [23] [21] [23] [24] [19] [22] [25] [16] [26] [28] 

(pm/sec) 
Vitesse 138±7 142±9 225 ±8 230 ±7 139±6 235 ±6 

curvilinéaire (3) (3) (3) (3) (3) (3) 
(VCL) [20] [23] [24] [18] [21] [22] [19] [21] [23] [21] [23] [24] [19] [22] [25] [16] [26] [28] 

(pm/sec) 
, 

Les resultats obtenus sont exprImes sous la forme : moyenne ± erreur standard, le chlffre entre 
parenthèses indique le nombre de lots de sperme, le chiffre entre crochets le nombre de 
spermatozoïdes dans chaque lot. 
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IDENTIFICATION DES CAUSES DE LA VARIABILITÉ DES GAMÈTES MÂLES 

Généralités 
Pecten maximus et Crassostrea gigas sont deux invertébrés marins se reproduisant par 
fécondation externe. Les gamètes sont donc libérés dans le milieu, l'eau de mer, où se produit 
leur interaction. Si l'ovocyte est une cellule inerte, le spermatozoïde dispose, en revanche, de 
structures qui lui permettent de se déplacer à la rencontre du gamète femelle ; c'est le 
processus de nage. La nage débute dès l'émission du spermatozoïde dans le milieu et sa durée 
est variable selon les espèces. Elle est généralement fonction du capital énergétique dont 
dispose le gamète mâle. Le déclenchement de la nage, donc du mouvement flagellaire du 
spermatozoïde résulte du phénomène d'activation mettant en jeu certains éléments 
physicochimiques du milieu : ions, pH, pression osmotique. Chez de nombreuses espèces, 
avant d'être actifs lors de l'émission, les spermatozoïdes sont maintenus sous une forme 
inactive dans les structures urogénitales, leur évitant ainsi une dépense précoce d'énergie. Les 
étapes d'émission et d'activation des gamètes mâles sont décisives pour la fécondation et le 
développement embryonnaire. Dans la mesure où l'émission des gamètes ne résulte pas de 
processus naturels, c'est le cas en écloserie par exemple, les risques d'augmenter la variabilité 
des taux de développement sont réels, notamment lorsque les mécanismes d'activation et les 
signes d'identification de la maturité des gamètes mâles sont inconnus. 
Sur le plan anatomique, le spermatozoïde d'huître et de coquille St-Jacques est de type 
primitif. Il est caractérisé par la présence d'une pièce intermédiaire réduite entourée de 4 
mitochondries et est caractérisé par une petite taille (environ SOllm de long). Le 
spermatozoïde de coquille St Jacques n'a pas de bâtonnet axial, contrairement à celui de 
l 'huître creuse. 

Facteurs de contrôle 
Le cas de la coquille St-Jacques Pecten maximus 
- Causes de variabilité 
Le mode de collecte du sperme est une des causes de la variabilité de sa qualité. Selon le lieu 
de prélèvement, il est composé de cellules de la lignée germinale, de spermatozoïdes d'aspect 
normal, de spermatozoïdes anormaux et de spermatozoïdes altérés. Les proportions varient 
selon l'origine des échantillons de sperme observés (Figure 1). La respiration (Figure 2), la 
mobilité (Tableau 1) et le pouvoir fécondant (Figure 3) varient, eux aussi, selon les lieux de 
prélèvement. On distingue deux catégories de sperme: 

* la première catégorie correspond au sperme dont les valeurs de respiration, de 
mobilité et de pouvoir fécondant sont faibles. Il provient de ponctions pratiquées directement 
dans les gonades d'animaux, après que ou sans que les reproducteurs aient subi une 
stimulation d'émission de gamètes (injection de sérotonine ou choc thermique), 

* la seconde catégorie correspond au sperme dont les mobilité, respiration et pouvoir 
fécondant sont élevés. Un tel sperme est prélevé concentré au niveau du gonopore de 
géniteurs, ayant été soumis à une injection de sérotonine ou ayant subi un choc thermique, ou 
à du sperme émis dans l'eau de mer à la suite d'un choc thermique. 

Si le mode de prélèvement du sperme modifie les capacités énergétiques des spermatozoïdes, 
donc l'intensité et la puissance de nage (Tableau 2) et le pouvoir fécondant (Figure 3, 
Tableau 3), en revanche, la forme de la trajectoire reste homogène et circulaire, (Figure 4) et 
l'aspect des mouvements ou l'indice de linéarité sont de caractéristiques constantes (Tableau 
4). 
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Tableau 3 : Analyse des corrélations entre la respiration, l'indice de mobilité et le pouvoir 
fécondant de spermatozoïdes de Crassostrea gigas. 

Respiration Pouvoir Indice de Vitesse moyenne 1 
fécondant mobilité 

Respiration 1 - 0,036 - 0,166 - 0,172 
Pouvoir - 1 - 0,165 - 0,170 
fécondant 
Indice de - - 1 0;137 
mobilité 
Vitesse moyenne - - - 1 
Valeurs du coefficIent de corrélatIOn (R) pour n=24 n= nombre de lots de sperme; la respIratIOn (en 
nmol 02/minJmg protéines) est exprimée selon la formule: log (respiration), le pouvoir fécondant (en 
%) selon la formule: arcsinus (pouvoir fécondant /100), l'indice de mobilité selon l'échelle de 1 à 5 
précédemment décrite et la vitesse moyenne en v.m/sec. 

Tableau 4 : Forme de la trajectoire, aspect des mouvements et indice de linéarité des 
spermatozoïdes de Pecten maximus en fonction du mode d'obtention et du lieu de 
prélèvement du sperme. 

Mode Sans Stimulation thermique Stimulation chimique 
d'obtention stimulation 

du sperme 
Lieu de Gonade Gonade Gonopore Eau de mer Gonade Gonopore 

prélèvement 
du sperme 

1 

Forme de la homogène homogène homogène homogène homogène homogène! 
trajectoire circulaire circulaire circulaire circulaire circulaire circulaire 
Aspect des propulsifs propulsifs propulsifs propulsifs propulsifs propulsifs 

mouvements 
Indice de 0,71 ± 0,04 0,66 ± 0,02 0,69± 0,02 0,68± 0,02 0,69± 0,03 0,67± 0,02 

linéarité (IL) (3) (3) (3) (3) (3) (3) 
[20] [23) [24] [18] [21] [22] [19] [21] [23] [21] [23] [24] [19] [22] [25] [16] [26] [28] 

Les résultats obtenus sont expnmés sous la forme : moyenne ± erreur standard. Le chIffre entre 
parenthèses indique le nombre de lots de sperme, le chiffre entre crochets, le nombre de 
spermatozoïdes dans chaque lot. L'indice de linéarité, compris entre 0 et 1, est calculé par le rapport 
vitesse progressive/vitesse curvilinéaire. 
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La durée de dilution des lots de sperme dans l'eau de mer influence la durée de l'aptitude du 
sperme à féconder les ovocytes. A température ambiante, l'aptitude à féconder est optimale 
pendant une heure (Figure 5). Si le sperme est collecté concentré, par aspiration dans une 
seringue au niveau du gonopore et qu'ensuite il est dilué au fur et à mesure des besoins, il 
garde un pouvoir fécondant optimal pendant au moins 7 heures (6 heures de conservation au 
frais à 4°C) et 1 heure de dilution dans l'eau de mer (Figure 5). 

L'abaissement du pH dans le milieu de dilution permet, par ailleurs, de bloquer la mobilité 
des spermatozoïdes (Figure 6) et d'en préserver les réserves énergétiques indispensables à la 
nage précédant la fécondation. Le blocage à pH 5 est réversible dans le cas de blocages de 10 
à 15 minutes (Figure 7). L'abaissement du pH entraîne des modifications de la nage, un 
changement de trajectoire et une diminution de l'indice de linéarité. 
Le pH des milieux gonadiques et rénaux est proche de 6,5. Cette valeur est inférieure aux pH 
de l'hémolymphe et du liquide péricardique proches de 7, lui-même inférieur au pH de l'eau 
de mer qui avoisine 8. 

Si le pH paraît nettement impliqué dans les mécanismes de répression/activation de l'activité 
des spermatozoïdes, en revanche, la pression osmotique et la concentration en sodium ne 
semblent jouer aucun rôle à ce niveau. 

Enfin, chez la coquille St-Jacques, les variations individuelles ont de faibles répercussions 
sur le pouvoir fécondant. Elles ne peuvent être considérées comme une cause de principale 
variabilité de la qualité des gamètes. 

- Solutions pratiques issues de ces résultats 
Les conditions d'obtention du sperme jouent un rôle déterminant sur les capacités physiques 
et physiologiques des spermatozoïdes. Le passage du sperme dans le rein est une étape 
nécessaire à l'activation des gamètes mâles. Par conséquent, pour disposer de sperme de 
qualité optimale, il convient de prélever du sperme concentré au niveau du gonopore après 
stimulation chimique des reproducteurs (voir document Devauchelle et al. sur l'induction de 
la ponte par les neurotransmetteurs, dans ce rapport), de le stocker à 4°C pour réduire les 
dépenses énergétiques des spermatozoïdes, d'éliminer les lots de sperme dont les 
spermatozoïdes bougent peu après la minute de dilution dans l'eau de mer, de prendre des 
précautions quant au ratio spermatozoïdes/ovocyte. Le chiffre de 100 spermatozoïdes par 
ovocyte est un ratio satisfaisant pour éviter la polyspermie et permettre la fécondation (Figure 
8). 
La concentration en spermatozoïdes d'un échantillon de sperme est évaluée par comptage sous 
microscope photonique, par comptage automatisé (logiciel d'analyses d'images) ou par 
mesure de l'absorption à 480nm. 

Le cas de l'huître creuse Crassostrea gigas 
- Causes de variabilité 
Le mode de prélèvement du sperme : Jusqu'à présent, lorsque le sperme est recueilli par 
scarification de la gonade, après une stimulation thermique ou chimique (5HT), les 
spermatozoïdes d'huître creuse paraissent avoir une assez faible mobilité (Figure 9). En 
moyenne, seulement 25 à 50 % des spermatozoïdes d'un lot de sperme sont mobiles. Leur 
consommation d'oxygène est faible (Figure 10) comparée à celle de spermatozoïdes de 
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coquille St-Jacques. Cependant, le pouvoir fécondant est en moyenne plus faible que celui du 
sperme de la coquille St Jacques, mais non négligeable (Figure Il). 

Dans tous les cas, la trajectoire est hétérogène. Les mouvements apparaissent peu propulsifs 
c'est-à-dire que le déplacement des spermatozoïdes est peu important. Cette trajectoire 
erratique (Figure 12) diffère très nettement de celle des spermatozoïdes de Pecten maximus,·· 
qui nous l'avons vu, est homogène et circulaire. 
Lorsque le sperme est collecté dès les premières émissions, aucune corrélation n'a pu être 
mise en évidence entre les paramètres de mobilité, de respiration et le pouvoir fécondant . 
Dans ces conditions, il n'a pas été établi que les changements de mode de prélèvement de 
sperme (scarification, prélèvement au niveau du gonopore ou dans l'eau de mer après chocs 
thermiques ou injections de sérotonine dans les gonades) induisent des variations nettes de la 
qualité des spermatozoïdes. Toutefois, la composition des lots de sperme diffère (Tableau 5). 
Lorsque le sperme est recueilli 10 minutes après les premières émissions, sa mobilité est 
accrue. Nous avons pu constater au cours de tests réalisés pendant l'été que dans ce cas, son 
pouvoir fécondant est lui aussi augmenté (Figure 13). 
Sur le plan physiologique, chez l'huître creuse, les spermatozoïdes sont fécondants en 
l'absence d'un transit par les voies rénales. Ce n'est pas le cas chez la coquille St Jacques. 

Tableau 5: Caractéristiques des spermatozoïdes de Crassostrea gigas en fonction du mode 
d'obtention et du lieu de prélèvement du sperme. 

Mode Sans Stimulation thermique Stimulation chimique 
d'obtention du stimulation 

sperme 
Lieu de 

prélèvement du Gonade Gonade Gonopore Gonade Gonopore 

sperme 
Cellules jeunes oui: gonies et oui: oui: quelques débris non observées sur 

de la lignée spermatocytes spermatocytes spermatocytes cellulaires les coupes sauf dans 

germinale mâle et spermatides dans 1 lot 1 lot spermatocytes 

Spermatozoïdes selon les lots oui oui minoritaires majoritaires 

normaux majoritaires ou 
minoritaires 

Spermatozoïdes oui oui, nombreux oui oui oui 

anormaux selon les lots 

Spermatozoïdes oui oui oui oui oui 

altérés 

Le mode de conservation à court terme des spermatozoïdes a un effet sur la vitalité et le 
pouvoir fécondant des spermatozoïdes. Chez l'huître creuse, la mobilité (Figure 14) et le 
pouvoir fécondant (Figure 15) baissent très rapidement après que les spermatozoïdes aient été 
dilués dans l'eau de mer. Le stockage du sperme d'huître concentré, au frais (4°C) permet de 
reculer les opérations de fécondation de quelques heures (3 à 4 heures) sans altérer le pouvoir 
fécondant des spermatozoïdes. 
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L'abaissement du pH du milieu de dilution des spermatozoïdes repnme l'activité des 
spermatozoïdes (Figure 16), mais de manière moins sensible que chez la coquille St-Jacques. 

Des modifications dans la pression osmotique et la concentration en sodium des milieux de 
dilution n'ont pas permis d'accentuer le blocage, de la mobilité. Le potassium pourrait, en 
revanche, être impliqué dans les mécanismes d'activation/inactivation des spermatozoïdes. 

Chez l'huître, les variations individuelles de la qualité du sperme sont très marquées. Elles 
se traduisent par des pertes plus ou moins rapides de l'aptitude à féconder les ovocytes et par 
une grande variété des trajectoires des spermatozoïdes. De ce fait, le ratio optimal 
spermatozoïdes/ovocyte est fluctuant. 

- Solutions pratiques issues de ces résultats 

Il est conseillé, dans l'état actuel des connaissances, de récolter du sperme concentré au 
niveau du gonopore, après avoir injecté de la sérotonine (0.2 ml de solution 10-3 M) dans la 
gonade, de le faire 10 minutes environ après les premières émissions. Le ratio 
spermatozoïdes/ovocyte de 500 (Figure 17) permet d'éviter l'insuffisance de spermatozoïdes 
fécondants et de limiter la polyspermie. 

LA VARIABILITÉ DE LA QUALITÉ DES GAMETES FEMELLES 

Des expériences réalisées dans de nombreux sites d'élevage ont révélé l'existence d'une forte 
variabilité de la qualité des ovocytes. 
La notion de « normalité ovocytaire » ou de « qualité ovocytaire» qui traduit la compétence 
des cellules sexuelles femelles à démarrer, après fécondation, un nouveau cycle biologique est 
une notion floue que nous cherchons à préciser à partir de critères objectifs. 

Chez la coquille St-Jacques, nous avons montré que la densité des ovocytes, évaluée à partir 
des résultats d'une centrifugation sur gradient de percoll, pouvait refléter une valeur 
biologique de l'ovocyte en termes de taux de survie et de croissance des jeunes larves (Faure, 
1990, Faure et al, 1992, Devauchelle et al, 1994a). Lorsque les densités diffèrent de la valeur 
de 1.041, cela signale la présence d'ovocytes immatures (densité forte) ou surmatures 
(densités plus faibles) : (FigureI8). L'origine des variations de la densité des cellules peut-être 
attribuée à des modifications biochimiques, anatomiques, ou morphologiques. La validation 
du test à l'échelle de l'écloserie n'est pas faite. Elle pourrait être développée en ayant comme 
objectif,dans un premier temps,d'utiliser le « test» percoll pour éviter de mettre en élevage 
des lots d'ovocytes de très faible viabilité. 

A ce jour, aucun critère de vitalité fiable et simple n'est utilisé en écloserie. Avant 
d'approfondir la recherche de tels critères, nous avons procédé à une analyse bibliographique 
qui a été réalisée sans limitation d'espèces. Elle permet de constater que, quelque soient les 
espèces considérées, peu de relations ont, à ce jour, été établies entre paramètres dits de 
« qualité» de l'ovocyte et paramètres de survie et/ou de croissance (Tableaux 6 et 7). Les 
principales conclusions de l'analyse sont les suivantes: 
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Tableau 6 : Récapitulatif des principaux critères globaux de la qualité des ovocytes, cités dans la littérature 

Critère Méthode Modèle Relation critère- Référence 
qualité des ovocytes 

Aspects morphologiques: 

• forme 
Observation directe (M.P.)· Bival:ves (+) Dorange et al. (1989a) 

Poissons variable Kjorsvik and Lonning (1983), Linhart et al. (1995) 
" diamètre 

Observation directe (M.P.)· Crustacés variable Mashiko (1987) 
Bivalves (+) Paulet (1990) 

( -) Couturier (1992); Cochard & Devauchelle (1993) 
Echinodermes (-) George et al. (1991) 
Poissons variable Devauchelle & Coves (1988); 

Kjorsvik et al . (1990) 
MammiRlres variable Testart (1985); Kelly and Hu (1989) 

• structure 
, 

Coupes (M.E.)· Bivalves (+) Dorange (1989); Paulet et al . (1989); 
Poissons (+) Yemel'yanova (1980); Makeyeva et Mikodina (1977) 

• espace périvitellin 
Observation directe (M.P.)· Bivalves (-) Girard & Devauchel\e (com.pers.) 

·atrésie Poissons (+) Devauchel\e & Coves (1988); Kjorsvik and Lonning (1983) (1984 
Dorange et al. (1 989a), (1989b) (1 989c) 

Coupes (ME)" (M.P.)· Bivalves Grechenov & Volodin (1982); Chieffi Baccari et al. (1992) 
Poissons Parshard & Guraya (1978) 

·intégrité des membranes Dorange, Valdez (com. pers.) 
Bleu Trypan (Exclusion) Bivalves Yemel 'yanova ( 1980) 
Histologie classique Poissons Dorange (1989), Paulet (1990) 

• intégrité des Coupes (M.E.) Bivalves 
nucléotides Hisatoshi et al. (1996) 

Tranfert d'énergie par fluorescence Echinodermes 
Densité 

Faure et al. (1992); Devauchelle et al. (l994a) 
Régularité des premières Centrifugation sur gradient de Percoll Bivalves (+) Kjorsvik ( 1990) 
divisions Humeau (1985) 

Observation directe (M.P.) Poissons Casse et al. (sous presse in Véliger) 
MammiRlres Whyte et al. (1990) 

Rapport RNNDNA 
Tazawa et al. (1985); (1986); Yasum asu et al. (1988); Gosh (1983); 
(1985) 

Oxymétrie Bivalves 
Consommation d'02 Poissons 



Plusieurs paramètres ont été testés sur des gamètes et des embryons de bivalves. Loosanoff et 
Davis (1963) aux USA et lmai (1972), au Japon, évaluaient la qualité par l'état de maturation, 
surtout apprécié par la forme des gamètes. La proportion de spermatozoïdes/ovocyte 
nécessaire pour assurer une bonne fécondation et l'effet du stress sur les géniteurs étaient 
évalués par Gruffydd & Beaumont, 1970; Bayne, 1972; Bayne et al., 1975; Lucas in Bougis et 
al., 1976. Une approche différente de la conception de la qualité ovocytaire, basée sur les 
aspects structurels déjà mis en évidence par Coe & Turner (1938) s'est développée grâce à 
l'utilisation de la microscopie électronique à transmission (Daniels et al., 1973; Gutierrez et 
al., 1978; Kubo et al., 1979; Lowe et al., 1982). Puis, au cours de la précédente décennie, les 
études sur la morphologie et les composés biochimiques des cellules sexuelles matures ont été 
corrélés à leur aptitude au développement (Cochard, 1985; Pipe, 1985, 1987a, 1987b; 
Besnard, 1988; Lubet et al., 1987; Paulet et al., 1988, 1989; Dorange, 1989; Dorange et al., 
1989a; 1989b, 1989c; Gueguen, 1989; Devauchelle et Mingant, 1991; Paulet, 1990; Le 
Pennec et al., 1990; Faure et al., 1992; Delaunay, 1992; Marty et al., 1992; Seguineau et al., 
1993; Delaunay et al., 1993; Faure et al., 1994a, 1994b; Devauchelle et al., 1994a, 1994b; 
Soudant, 1995; Faure, 1996; Soudant et al., 1996; Gérard et al., dans ce document). Les 
bivalves étudiés sont principalement Mytilus edulis et Pecten maximus et plus rarement les 
ostréidés : Ostrea edulis, Crassostrea virginica et Crassostrea gigas. 

Plus récemment, les recherches entreprises pour apprécier la qualité des ovocytes, non chez 
des Bivalves, mais chez des Echinoidés, prennent en compte le pH intracellulaire et la 
structure moléculaire du contenu des gamètes (Chiba & Chichibu, 1993; Uchiyama et al., 
1996). 

En raison de la diversité des modèles biologiques étudiés, les résultats des diverses méthodes 
mises en oeuvre pour évaluer la qualité globale des émissions gamétiques sont extrêmement 
variables. Les principaux résultats fournis par la littérature, les plus en relation avec notre 
étude, sont résumés dans les tableaux 6 et 7. Le tableau 8 résume les méthodologies 
employées dans l'évaluation de la qualité des cellules autres que les ovocytes. 

De cet inventaire complexe, il est cependant possible d'identifier des pistes de recherche qui 
aboutissent à la détermination de la qualité des ovocytes de Crassostrea gigas. Ces pistes 
prennent compte des caractères que nous qualifierons de globaux et spécifiques, ils peuvent 
être résumés de la manière suivante : 

Caractères globaux • morphologie: aspect dimension, architecture structurale 
• densité 
• consommation d'oxygène 

Caractères spécifiques • capacité énergétique 
• pH intracellulaire 
• hormones et stéroïdes 
• contenu biochimique: lipides, glucides, protides, vitamines 
• anomalies associées au génome. 
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Tableau 7 : Récapitulatif des principaux critères spécifiques de la qualité des ovocytes 

Critère Méthode Modèle Relation critère- Référence 
qualité des ovocytes 

Capacité énergétique RMN Bivalves Poissons Dorange (corn. pers.) 
*rapport ATP/ADP Omnès (com.pers.), Chiba & Chichibu (1993) 

Synthèse de protéines Rapport RNAIDNA Bivalves Poissons Whyte et al. (1990); Whyte et al. (1991) 
Buckley (1984); Buckley & Bulow (1987). 

pH intracellulaire RMN Echinodermes lnoue & Yoshioka (1980) 
Poissons Grasdalen & Jorgensen (1985) 

Osmolarité Osmomètre Poissons (+) Kjorsvik & Lonning (1983) 

-
Reprise de méiose RMN Amphibiens Morril et al. (1993) 

Test de fécondation Poissons Yamamoto T. (1961) 
Coloration de HOESHST Bivalves Devauchelle et al. (1 994b ) 

- Anomalies de méioses Coloration HOESHST (-) Devauchelle & Micarelli (1996) 
~ 

Hormones Dosage Poissons Brown & Bem (1989); Testart (1985), Greenblatt et al (1989) 
*stéroYdes Mammifères Akizawe et al. (1994) 

RMN Amphibiens 
Critères biochimiques 
(Protéines, Lipides, Sur coupes Bivalves Dorange (1989); Paulet (1990) 
Glucides) Le Pennec et al. (1990); Carajaville et af. (1991) 

Poissons Goodall et al. (1987) 

Dosage Bivalves Marty et al. (1992); Ruiz et al. (1992; 
Delaunay (1992); Delaunay et al. (1993); 
Massapina & Devauchelle , dans ce document; 
Soudant et al. (1996); Pazos et al. (1996) 

(-) Couturier (1992) 
Poissons Devauchelle et al. (1982) 

(+) Evans et al. (1996) 
Vitamines Dosage 

Bivalves Poissons (+) Seguineau et al. (1993) 
Mangor-Jensen et al. (1994) 
Soliman etai. (1986); Dabrowski and Btom (1993) 

Anomalies associées au Bivalves Poissons Gérard et al. , dans ce document 
génome Longwell (1977); Kjorsvik et al. (1984) 
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Tableau 8 : Récapitulatif des critères de qualité étudiés sur d'autres modèles cellulaires que l'ovocyte, dans un objectif de viabilité cellulaire ou 
des individus 

Critère Méthode Modèle Référence 
Apoptose Immuno marquage Cellules de L'homme Ameisnen (1996) 

Biologie moléculaire Cellules de L'homme Evan et al. (1997) 
Cytométrie de flux Cellules de L'homme Darzynkiewicz et al. (1997) 

Morphologie et viabilité Cytométrie de flux Hémocytes Lanz et al. (1993), Fattorossi et al. (1989) 
Fibroblastos et Combrier et al. (1989) 

Coloration et analyse d'image Splenocytes Matipragada et al. (1990); Tucker et al. (1994) 
Perméabilité de membrane Hémocytes Cook & Mitchell (1989) 
Respiration Cellules de Faure et al. (1994a); Devauchelle et al. (1994b); Faure (1996) 
Mobilité mammifères Faure et al. (1994a); (1994b); Faure (1996) 

Bivalves (sperme) 
Bivalves (sperme) 
-

Fonctionnel Gradient de concentration ionique Hochachka (1986) 
Cellules d'animaux 
mammifères 

Intégrité de la membrane Radiobiologie Herman R. H. (1961) 
Cellules d'animaux 
.mammifères 

Dislocation de la Gradient de concentration ionique Jewell et al. (1982) 
membrane Cellules d'animaux 

mammifères 

Observation directe (M.P.) Devauchelle (1978) 
Normalité du Poissons (embryons) 
développement après 
induction de stress 

Faure (1996) 
pH du milieu Bivalves (sperme) 

Dosage Devauchelle & Coves (1988), Devauchelle (1987) 
Composition biochimique Dosage Poissons (embryons) Devauchelle et al. (1987); (1988) 

Poissons (embryons) 
Taux d'humidité Devauchelle & Cladas (1982) 

Densité Poids Poissons (embryons) Devauchelle & Cladas (1982) 
Poissons (embryonsL -_ ........ _-- ....... _- ...... _.~ ....... _~ 



A. Spermatozoïdes anormaux 

B. Présence de cellules jeunes de la lignée germinale dans le prélèvement de 
sperme chez Pecten maximus et Crassostrea gigas (M.E. T). 

Figure 1. Structure et stades des spermatozoïdes observés dans des échantillons de sperme 
de C. gigas. 
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A. Consommation en oxygène B. Teneur en protéines 
Figure 2. Mesure de la consommation en oxygène et de la teneur en protéines des 
spermatozoïdes de Pecten maximus prélevés dans différentes conditions puis dilués en eau de 
mer. 

Les spermatozoïdes sont prélevés dans la gonade de géniteurs non stimulés (lots Nonst G), dans la gonade de 
géniteurs au cours de la stimulation thermique (lots Chth G Dél) ou chimique (lots Séro G Dél), dans la gonade 
(lots Chth G) au gonopore (lots Chth R) de géniteurs stimulés thermiquement et dans la gonade (lots Séro G) ou 
au gonopore (lots Séro R) de géniteurs stimulés chimiquement au moment de l'émission des gamètes. 

Les chiffres reportés au dessus des barres d'erreur standard indiquent le nombre de lots de sperme. 

100 

- 80 
~ -.... .:: 
«J 60 'CI 
.:: 
c 
CJ 

~ .. 40 ... 
c ,. 
= c 
=- 20 

0 
<:) e e - Gr: \:III u ... .c 0 J.r.I .c 0 
III ... II. .... II. c: .c '<11 .c .c ." • u CoQ 

... U CoQ .c z U 

Figure 3. Pouvoir fécondant, en eau de mer naturelle, du sperme de Pecten maximus prélevé 
dans différentes conditions. 

Le sperme est prélevé dans la gonade de géniteurs non stimulés (Nonst G); dans la gonade de géniteurs stimulés 
par chocs thermiques (Chth G) ou par une injection de sérotonine (Séro G); après avoir été émis en eau de mer 
par des animaux stimulés par chocs thermiques (Chth Eel); au gonopore de géniteurs stimulés par chocs 
thermiques (Chth R) ou par une injection de sérotonine (Séro R). 

n = nombre de lots de sperme; X = nombre de lots d'ovocytes; les barres d'erreurs représentent les 
erreurs standards. 
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Figure 4. Trajectoire décrite par un spermatozoïde de Pecten maximus, en eau de mer. 
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A. Indice de mobilité B. Fréquence de battement flagellaire 

Figure 5. Indice de mobilité et fréquence de battements flagellaires de spermatozoïdes de 
Pecten maximus en fonction du temps pour des gamètes mâles émis en eau de mer par des 
géniteurs stimulés thermiquement puis conservés à 19°C avant activation (+) et (e); pour des 
gamètes mâles prélevés au gonopore de géniteurs stimulés chimiquement puis conservés sous 
forme concentrée à +4° avant activation (0) et (x). 

n= nombre de lots de sperme; les barres d'erreurs représentent les erreurs standard; les erreurs 
standard sont nulles pour la mobilité pour les lots Séro R; le chiffre entre parenthèses indique le 
nombre de lots de sperme et le chiffre entre crochets le nombre de spermatozoides. 
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Figure 6. Respiration et indice de mobilité des gamètes mâles : Eau de mer naturelle à pH 
variable. 

Pecten maximus 
Effet du pH du milieu de dilution sur la consommation en oxygène ce) et l'indice de mobilité 
CO) des spermatozoïdes. 
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Figure 7. Pouvoir fécondant de spermatozoïdes de Pecten maximus dilués dans différents 
milieux 

Les milieux de dilution sont les suivants: eau de mer naturelle (EMN), eau de mer nautrelle tamponnée à pH 8 
(EMNT), eau de mer naturelle à pHS (pHS), inactivation en eau de mer naturelle tamponnée à pH 5 puis 
réactivation par adjonction de 2S mM de tris (pH5 puis pH8), eau de mer artificielle (EMA), eau de mer sans 
sodium (ONa), inactivation en eau de mer artificielle sans sodium puis réactivation en eau de mer naturelle (ONa 
puisEMN). 
n= nombre de lots de sperme X nombre de lots d'ovocytes; les barres d'erreurs représentent les erreurs standard; 
ces dernières sont nulles en eau de mer naturelle à pH5 et en eau de mer artificielle sans sodium. 
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Figure 8. Evolution moyenne des taux de fécondation des ovocytes de coquille St-Jacques, 
des taux de polyspermie (PS) et du taux d'anomalies de développement (A) observés en 
fonction du ratio spermatozoïdes/ovocyte. 
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Figure 9. Indice de mobilité, au cours du temps, de spermatozoïdes de Crassostrea gigas 
dilués en eau de mer (e) ou en eau de mer additionnée de 1 mg/ml de BSA (0). 

Les spermatozoldes sont prélevés dans la gonade de géniteurs non stimulés (lots Nonst G) et sont conservés sous 
forme concentrée à +4°C avant activation. 

n= nombre de lots de sperme; l'échelle de mobilité de 1 à 5 est similaire à celle précédemment décrite; les 
barres d'erreurs représentent les erreurs standards. 
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Figure 10. Mesure de la consommation en oxygène du sperme de Crassostrea gigas prélevé 
dans différentes conditions puis dilué en eau de mer naturelle. Le sperme est prélevé dans la 
gonade de géniteurs non stimulés (Nonst G); au gonopore de géniteurs stimulés par chocs 
thermiques (Chth R) ou par une injection de sérotonine (Séro R). 
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Figure 11. Pouvoir fécondant, en eau de mer naturelle, du sperme de Crassostrea gigas 
prélevé dans différentes conditions. Le sperme est prélevé dans la gonade de géniteurs non 
stimulés (Nonst G); après avoir été émis en eau de mer par des animaux stimulés par chocs 
thermiques (Chth R) ou par une injection de sérotonine (Séro R). 

n= nombre de lots de sperme; les barres d'erreurs représentent les erreurs standards. 
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Figure 12. Trajectoire décrite par un spennatozoïde de Crassostrea gigas, en eau de mer. 
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Figure 13. Mesures du pouvoir fécondant (% fécondation) du spenne d'huître creuse recueilli 
pendant la première minute de l'émission (TO), après 15 minutes d'émission. 
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Figure 14. Indice de mobilité au cours du temps de spermatozoïdes de Crassostrea gigas 
dilués en eau de mer ( • ) ou en eau de mer additionnée de Img/ml de BSA ( 0 ). 

Les spermatozoïdes sont prélevés dans la gonade de géniteurs non stimulés (lots Nonst G) et sont 
conservés sous forme concentrés à - 4°C avant activation. 

n= nombre de lots de sperme: l'échelle de mobilité de 1 à 5 est similaire à celle précédemment décrite; 
les barres d'erreurs représentent les erreurs standards. 
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Figure 15. Evolution du pouvoir fécondant (%) du sperme d'huître creuse en fonction du 
temps. 

n souche d'échantillons analysés x = valeur moyenne d'aptitude à la fécondation 
E-t = écart type 
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Figure 16. Respiration et indice de mobilité des gamètes mâles: eau de mer naturelle à pH 
variable 

Crassostrea gigas 
Effet du pH du milieu de dilution sur la consommation en oxygène ( • ) et l'indice de 
mobilité (0) des spermatozoïdes 
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Figure 17. Evolution des taux de fécondation (F) des ovocytes d'huître creuse, des taux de 
polyspermie (PS) et des taux d'anomalies de développement (A) après fécondation, en 
fonction du ratio spermatozoïde/ovocyte. 
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Strate supérieure (densité: 1.018 à 1.025) 
Photo 1. Couche Pl 
(la plus haute dans le cube). 
On note la présence 
d'innombrables enveloppes 
ovocytaires «nues» (/1) . 
Quelques ovocytes très 
altérés sont aussi présents 
(Oly). 

Photo 2. Couche P2 sous- Photo 3. Couche P3 
jacente. Des enveloppes 
« nues» sont encore visibles 
(/1). Mais ce sont 
essentiellement des 
ovocytes atrétiques qui sont 
observés (Oly). 

., 

.' ~ 

5 

(couche de la strate 
supérieure la plus profonde). 
Quelques débris sont encore 
visibles (/1). Mais, les 
ovocytes (Oly) sont 
généralement moins altérés. 

- -,-',' •. ~ 

Photo 4. Strate intermédiaire (densité: 1,035 
à 1,051). Les oeufs ont un aspect normal, mais 
leur contenu est polarisé (/1). 

Photo 5 : Strate du fond (densité: 1,050 à 
1,075) essentiellement constituée de petits 
ovocytes rétractés (/1). 

Figure 18. Coupes semi-fines (colorées au Bleu de Toluidine) d'ovocytes déposés en strates 
dans un gradient de Percoll pour une ponte de mauvaise qualité après fécondation, Echelle : 
1,2 cm = 50llm. 
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