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Résumé

Plusieurs études préalables portant sur la diversité génétique résiduelle de la souche de L.
stylirostris domestiquée en Nouvelle-Calédonie et sur les effets de la consanguinité chez les
pénéides ont conduit les acteurs de la crevetticulture calédonienne a considérer comme
prioritaire I’introduction d’une souche de L. stylirostris domestiquée a Hawaii. Le présent
rapport présente les principaux résultats du testage des animaux de type « Hawaii» et
« Hybrides de premiére génération » obtenus par croisement entre les souches « Calédonie »
et « Hawaii » (aussi dits « Hybrides-F1 ») par rapport aux animaux « Calédoniens ».

Ainsi, pour chaque type génétique, ont eté évaluees dans différentes conditions (en bassins
terre, en cages flottantes, en salles d’infection) :

e la croissance jusqu’a taille commerciale en élevage ;

e la survie jusqu’a taille commerciale en élevage ;

e la survie aux infections a deux bactéries pathogénes (Vibrio penaeicida et V.

nigripulchritudo).

D’autres parameétres (reproduction, élevage larvaire, résistance a IHHNV) ont également été
étudiés.

Il apparait que la souche Hawaiienne constitue un matériel génétique précieux pour le
développement de la crevetticulture Calédonienne, non pas particulierement pour ses propres
performances qui n’apparaissent pas supérieures a celle de la souche Calédonienne, mais
parce qu’elle permet de produire en croisement avec la souche Calédonienne des Hybrides de
premiére génération dont les performances de croissance, de survie et par voie de
conséquence de production de biomasse sont toujours supérieures a celles des Calédoniennes.
Il semble que cette supeériorité s’avere d’autant plus marquée, en ce qui concerne la survie et
la production de biomasse, que les conditions environnementales et/ou zoosanitaires sont
mauvaises. A ensemencement égal, la production de biomasse dans les bassins d’élevage
pourrait étre multipliée par un facteur 1,4 a 2,3 grace a I’utilisation des hybrides. L’objectif
des producteurs devra étre clairement défini par les acteurs du développement, dans un souci
de durabilité : il pourrait étre non pas de produire plus a intrants équivalents, mais au
contraire de produire la méme biomasse avec moins d’intrants (moins de post-larves, moins
d’aliment, etc...) et peut-étre avec des animaux de plus grosses tailles finales (et donc mieux
valorisables).
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1 Introduction

La souche de crevettes Litopenaeus stylirostris, a partir de laquelle toute I'industrie
crevetticole de Nouvelle-Calédonie s’est développée, résulte d'une introduction réalisée a la
fin des années 70 a partir d'un trés faible nombre d'individus originaires du Mexique et de
Panama. Cette souche domestiquée en Nouvelle-Calédonie depuis plus de 35 générations
présente des performances zootechniques (croissance) ou sanitaires (résistance a I' IHHN) qui
en font un matériel génétique précieux. Mais I'étroitesse de cette base génétique initiale ainsi
que les pratiques adoptées pour sa reproduction depuis son introduction ont induit une tres
faible variabilité résiduelle et un fort niveau de consanguinité qui limitent certainement ses
capacités d'adaptation a d'éventuels changements des conditions d’élevage contrdlés ou non :
évolution des techniques d'élevage, aptitude a tolérer un aliment plus économique, apparition
de nouveaux pathogenes par exemple.

Le développement de cette filiere a été relativement rapide jusqu'en 1993, année au cours de
laquelle une pathologie hivernale a caractére épizootique, le « Syndrome 93 », a fait son
apparition sur I’ensemble de la filiére, I’obligeant a « contourner » la saison fraiche. En 1997-
1998 une nouvelle pathologie bactérienne, baptisée « Syndrome d’été» a fait son apparition
sur une ferme, puis sur une seconde en 2003 dans la méme baie, dés sa premiere année
d’exploitation. L’extension du Syndrome d’été a d’autres fermes mettrait en péril toute
I’activité aquacole de Nouvelle-Calédonie, méme si elle reste indemne des principales
pathologies virales affectant la quasi-totalité des grandes zones de production (Asie,
Amérique latine). En premiere analyse, I’apparition des mortalités hivernales et estivales
résulte de [I’interaction de différents facteurs concernant & la fois les conditions
environnementales du bassin, la présence et la virulence de deux bactéries pathogenes (Vibrio
penaeicida pour le syndrome 93 et V. nigripulchritudo pour le syndrome d’été), et I’état
physiologique de la crevette, qui dépend lui-méme en partie de facteurs génétiques.

L'opportunité de réintroduire du "sang neuf" est ainsi apparue comme une question
incontournable, mais complexe, codteuse et ayant justifié des expertises extérieures
commanditées par les services calédoniens (Lightner et Mahler, 1999) et des investigations
visant a caractériser la souche Calédonienne mais aussi a rechercher d’autres souches
candidates a I’introduction.

L’étude de la variabilité génétique des crevettes L. stylirostris domestiquées en Nouvelle-
Calédonie, a Tahiti et a Hawaii (Goyard et al., 2002a et 2002b) a permis de confirmer sur des
bases objectives :

- latreés faible variabilité génétique résiduelle des cheptels de ces 3 pays insulaires (2 a7
alleles par locus au lieu de 14 a 27 en population sauvage; 20% a 60%
d’hétérozygotie au lieu de 90%),

- lafaible différenciation genétique des souches « Calédonie » et « Tahiti »,

- la forte différenciation génétique entre les souches Calédonienne et Hawaiienne (qui
n‘ont en commun qu'un seul allele sur les 3 locus étudiés).



Il n'a cependant pas été possible (faute d'échantillons conservés) de retracer I'historique de
cette perte de variabilité, dont une partie importante a sans doute été perdue trés rapidement.
La différenciation génétique entre les souches d’Hawalii et de Nouvelle-Calédonie s’explique
vraisemblablement a la fois par leurs origines géographiques différentes (respectivement
Equateur et Mexigue-Panama), ainsi que par le faible nombre de géniteurs fondateurs estimé a
posteriori par une approche biomoléculaire (respectivement 2 a 9 et 2 a 4, Goyard et al.,
2003).

La consanguinité d’un individu né de parents consanguins mais non apparentés entre eux étant
nulle!, cette étude a permis de conclure que les hybrides de premiére génération entre
individus Hawaiiens et individus Calédoniens présenteraient tous la caractéristique d’étre non
consanguins, et par voie de conséquence faiblement homozygotes?, contrairement & leur
parents. Or Bierne et al. (2000) ont montré que chez L. stylirostris le niveau d’hétérozygotie
est fortement corrélé a la vitesse de croissance et d’autres auteurs ont montré chez d’autres
especes de pénéides qu’il en est de méme avec la résistance ou la capacité a survivre en
élevage (De Freitas et Junior, 2002 ; Keys et al., 2004 ).

En outre, les souches de L. stylirostris disponibles a Hawaii au début de cette étude avaient
été domestiquées par I’entreprise privée High Health Aquaculture inc., spécialisée dans la
production et la commercialisation de crevettes de différentes espéces dites SPF (Specific
Pathogen Free - garanties par les services américains competents exemptes de 4 virus : WSV,
YHV, IHHNV, TSV) (Lotz et al., 1995). De ce fait, les représentants des souches
Hawaiiennes commercialisés par cette entreprise jouissaient d’un statut sanitaire favorable :
les risques de transfert de pathogenes liés a I’introduction de représentants de cette souche
étaient donc limités, sans pour autant étre absolument nuls.

Les discussions et demarches entreprises entre les différents acteurs Calédoniens ont permis
de clarifier les choix possibles (introduire ou non du « sang neuf », et si oui de quelle origine ,
domestiquée ou sauvage). Un consensus s’est progressivement dégagé entre ces différents
acteurs pour considérer la somme des actions suivantes comme un compromis raisonnable
permettant d’introduire du sang neuf dans le cheptel Calédonien (Figure 1) :

i.  Organisation des acteurs de la crevetticulture Calédonienne vis-a-vis de I’introduction
de la souche Hawaii ;

! par définition :
- Deux individus sont apparentés s’ils ont au moins un ancétre commun. Leur niveau d’apparentement est
d’autant plus fort que leurs ancétres communs sont récents et nombreux.
- Unindividu est consanguin si et seulement si ses parents sont apparenteés.
On peut donc avoir tous les cas de figure :
- individu non consanguin issu de parents non consanguins (le cas habituel en populations sauvages)
- individu consanguin issu de parents non consanguins (par exemple : descendance commune d’un fréere
et d’une sceur)
- individu non consanguin issu de parents consanguins mais non apparentes (par exemple, descendance
d’un male et d’une femelle correspondant tous les deux au 2°™ cas de figure, mais sans liens entre eux)
- individu consanguin issu de parents consanguins et apparentés (cas des lignées ou I’on « force » la
consanguinité, comme dans les « races pures »)
2 Un individu est homozygote en un point donné de son génome si les 2 génes qu’il a requs respectivement de
son pere et de sa mére sont identiques.



Ifremer — Département Aquaculture en Calédonie octobre 2007

ii.  Définition par I’lfremer de la structure génétique de la sous-population d’individus
Hawaiiens a introduire en Nouvelle-Calédonie afin de transférer la variabilité
génétique de la souche Hawaii® ;

iii.  Evaluation de la résistance de la souche Hawaiienne au virus IHHN, présent en
Nouvelle-Calédonie ;

iv.  Introduction de cette souche en Nouvelle-Calédonie par les professionnels, avec I’aide
technique de I’Ifremer, via une quarantaine placée sous contrdle sanitaire de I’autorité
compétente (la DAVAR) ;

v.  Contrdle par biologie moléculaire de la variabilité effectivement introduite ;

vi.  Production simultanée d’animaux Hawaiiens, Calédoniens et « Hybrides F1 »* par
I’Ifremer afin (a) de comparer les performances respectives des 3 types génétiques et
(b) de maintenir les souches parentales pures ;

vii.  Définition par les acteurs de la filiére, et a partir d’éléments de prospective fournis par
I’Ifremer, d’une stratégie de conservation des ressources génétiques de L. stylirostris
disponibles ;

viii. A plus long terme, évaluation par I’lfremer de I’intérét de créer une population

composite a partir de ces deux populations et de démarrer un programme de sélection
sensu stricto a partir de cette population composite.

Le présent rapport rend compte des étapes i a vi. Les étapes suivantes s’inscrivent sur le plus
long terme et ne pourront étre envisagées qu’une fois les résultats des étapes précédentes
consolides.

Figure 1: schéma consensuel d’organisation des partenaires pour
I'introduction et le testage de la souche Hawaii en Nouvelle-Calédonie

¥ NB : Avant que I’étape ii ne commence, I’entreprise HHA a décidé de se concentrer sur d’autres espéces de
pénéides que L. stylirostris (en particulier L. vannamei). Elle a donc décidé, sans préavis, de ne maintenir qu’une
seule des 2 souches dont elle disposait et de supprimer la seconde. Les étapes ultérieures n’ont donc concerné
que la seule souche domestiquée a Hawaii encore disponible, qui, par soucis de simplification, a été dénommée
dans la suite du présent rapport la souche « Hawaii ». Cette souche était domestiquée depuis 6 générations lors
des études préliminaires menées par Goyard et al. (2003).

* C’est & dire des hybrides intra-spécifiques issus du croisement de premiére génération entre les deux souches
pures.

Bilan de 2 années de testage de performances des crevettes de types génétiques « Calédoniennes », 6

Hawaiiennes » et « Hybrides »
Ifremer/DAC/RST 2007-01



2 Organisation des difféerents acteurs de l'introduction de la
souche Hawaii

Compte tenu des risques encourus (introduction potentielle de pathogenes), des codts d’une
telle opération (achats d’animaux, transport, quarantaine), et des conséquences en termes de
développement (acces a une nouvelle ressource), I’introduction de la souche Hawaii ne
pouvait étre envisagée par I’lfremer sans que les professionnels soient non seulement
convaincus de I’intérét de la démarche mais aussi moteur dans les étapes relevant de leurs
compétences (négociation et achat de la souche identifiée a Hawaii comme potentiellement
intéressante ; demande d’autorisation d’introduction aux Services du Gouvernement en charge
de la santé animale (DAVAR) ; gestion ultérieure de cette souche).

Compte tenu de cette situation nouvelle pour la profession et pour les structures provinciales
d’encadrement, une association dénommeée UPRAC-NC (Unité de Promotion et de sélection
des Races Aquacoles de Crevettes de Nouvelle-Calédonie) a été créée en aolt 2003, a la suite
du colloque Styli 2003 (Goarant et al., 2004). Elle regroupe les producteurs préts a investir
dans la génétique (9 fermes et 3 écloseries en 2006) et son objectif est la mise en ceuvre des
moyens permettant de gérer et d'améliorer le capital génétique des crevettes d'élevage de
Nouvelle-Calédonie. Un Comité Technique Consultatif a été constitué au sein de cette
association dans le but de conseiller les activités des adhérents de I’association dans le
domaine de la génétique des crevettes et peut étre consulté sur tout sujet technique
d’importance, en particulier les sujets collectifs d’expérimentations ou les orientations
techniques impliquant I’association dans son ensemble ou au moins I’un de ses membres et
relevant de I’intérét collectif (& commencer par les points a inclure lors de la négociation de la
souche). Ce comité technique est composé du Président du Conseil d’ Administration, d’un
représentant de la Province Nord, de la Province Sud, de la DAVAR, et de I’lfremer.

C’est donc I’'UPRAC-NC qui a négocié et acheté la souche a HHA inc. et qui a officiellement
demandé I’autorisation d’introduction a la DAVAR qui a a son tour défini les conditions
zoosanitaires de cette opération, réglementairement placée sous son contréle.

La création de I’"'UPRAC-NC a conduit a définir contractuellement les interventions de
I’Ifremer vis-a-vis de cette opération a travers :

- Une convention-cadre ayant pour objet de définir le cadre général dans lequel
I’UPRAC-NC et I’lfremer s’engagent a promouvoir leur coopération, en ce qui
concerne la gestion et I’exploitation de la variabilité génétique des crevettes d’élevage
en Nouvelle-Calédonie. Cette convention cadre indique que I'UPRAC-NC et I'lfremer
réaliseront en partenariat des projets découlant d'objectifs stratégiques communs.

- Une premiére convention particuliere définissant les conditions dans lesquelles
I’Ifremer a mis a la disposition de 'UPRAC-NC du matériel d'élevage en vue d'une
phase de quarantaine et lui a apporté son expertise en matiéere de zootechnie
quarantaine.

- Une seconde convention particuliere définissant les conditions dans lesquelles
I’Ifremer testerait la souche de L. stylirostris introduite d’Hawaii par I’'UPRAC-NC en
vue de proposer & I’lUPRAC-NC un plan d’exploitation de cette nouvelle variabilité
génétique. Cette convention particuliére précisait :



o0 Les modalités de testage et de multiplication de la souche Hawaiienne ;

o0 Le soutien scientifigue de I'lfremer durant la phase de testage et de
multiplication de la souche Hawaiienne ;

o Les conditions d’utilisation de licence d’usage a des fins d’expérimentation
que I’'UPRAC accorde a I’ lfremer ;

0 que 'UPRAC-NC serait propriétaire des animaux de pure souche Hawaiienne
ou hybrides produits par I’Ifremer dans ce cadre.

un avenant a la convention cadre qui engage mutuellement I’ Ifremer et I’UPRAC-NC
a signer un contrat de valorisation financiére des résultats de la recherche a I’issue de
la premiére année d’exploitation commerciale des résultats et prenant en compte les
co(ts supportés par chacun sur I’ensemble de I’opération.



3 Deéfinition de la structure génétique de la sous-population
d’individus Hawaiiens a introduire en Nouvelle-Calédonie

Goyard et al. (2002b et 2003) ont montré avec une méthode faisant appel a des simulations de
tirages aléatoires (Figure 1) pour chacune des deux souches « Hawaii» initialement
disponibles chez HHA que :
» 10 géniteurs par souche assuraient en moyenne le transfert d'au moins 90% de la
diversité allélique Hawaiienne ;
» Aucun tirage aléatoire de plus de 22 individus au sein de chacune de ces populations
ne faisait perdre d'allele (hormis un allele rare).

Le transfert de 32 géniteurs par souche devait donc permettre d'introduire I'ensemble de la
variabilité disponible a Hawaii et d'initier un schéma de croisements utile a sa gestion
ultérieure.

100%
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T T
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40%
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Figure 1 : évaluation de la part de diversité allélique transférable en fonction du
nombre de géniteurs de chacune des 2 populations Hawaiiennes utilisés

L’Ifremer a donc recommandé que la souche Hawaii soit introduite des que possible sous la
forme de 16 familles biparentales issues de 32 géniteurs différents. Plusieurs contraintes
devaient étre prises en compte pour atteindre cet objectif :

- au moment de la négociation de la souche par les professionnels
Caledoniens, en 2003, la population Hawaiienne était structurée en 4 familles
biparentales identifiées et appartenant a la 6°™ génération de domestication
(« G6 ») ;

- la génération suivante « G7 », a naitre fin 2003, ne serait pas introduite en
Calédonie, du fait que la quarantaine ne serait pas préte ;

- les familles de la génération « G8» a naitre fin 2004 pourraient étre
prégrossies séparément a Hawaii avant d’étre marquées puis transférées dans
la quarantaine en Calédonie.



Dans ces conditions, un plan de croisement a été conseillé par I’Ifremer a partir des 4 familles
de la G6 disponibles en 2003. Le fournisseur Hawaiien ne I’a suivi que partiellement fin 2004,
si bien que sur les 11 familles de la génération G7 nées fin 2003, 3 étaient issues de
croisements frére-sceur. Le plan de croisement préconisé pour la production des 16 familles de
la G8 nées fin 2004 a introduire a été modifié en conséquence : parmi elles, 8 bénéficiaient
d’une contribution équilibrée des 4 familles grand-parentales initiales, et chacune des 8 autres
était issue de 3 familles grand-parentales. Les 2 séries de croisements effectués a Hawaii dans
le cadre du projet sont explicitées dans I’annexe 1.
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4 Evaluation de la résistance de la souche Hawaiienne au virus
IHHN

4.1 Evaluation avant introduction

L’etape d’évaluation de la résistance de la souche Hawaiienne au virus IHHN, que la DAVAR
avait conseillée sans I’imposer aux producteurs importateurs de la souche Hawaii, se justifiait
par la présence du Virus IHHN en Nouvelle-Calédonie et par le fait que la résistance de la
souche Calédonienne a ce virus n’était pas un caractére de toute I’espece L. stylirostris mais
de seulement certaines populations (Weppe et al., 1992)

Cette évaluation a été financée directement par les producteurs et a été totalement sous-traitée
au laboratoire de référence de I’OIE de Université d’Arizona. La méthodologie employée et
les résultats obtenus sur les animaux de la génération G7 sont fournis pour mémoire en
annexe 2.

Cette étude menée suivant un protocole standardisé a permis de conclure que I"IHHNV ne
provoquait pas de mortalité sur la souche Hawaii (annexe 2), bien que des Iésions plus séveres
que celles généralement observées sur les individus Calédoniens aient pu étre observées
(Goarant, comm. pers).

Par conséquent, le risque que les animaux Hawaiiens une fois sortis de quarantaine subissent
des mortalités liées au virus IHHN est apparu comme faible et ne justifiant pas de précautions
sanitaires particuliéres.

4.2 Evaluation apres introduction

421 Matériel et méthode

Afin d’évaluer la prévalence et le portage comparés du virus IHHN dans les deux souches de
crevettes Hawaiienne et Calédonienne et chez leurs hybrides intra-spécifiques, nous avons
mis en place au laboratoire une PCR diagnostique du virus IHHN selon une des méthodes
normalisées de I’Office International des Epizooties. Les amorces 389F et 389R permettent
I’amplification d’un fragment de 389 paires de bases du génome du virus IHHN. Au sein de
ce fragment, des amorces ont été redessinées (5’-TTCGAAGAGAGCGTAGGA-3’ et 5’-
TCCTACGCTCTCTTCGAA-3’) afin de permettre de réaliser une nested-PCR en ré-
amplifiant un fragment de 96 paires de bases au sein de ce premier amplicon afin de rendre la
méthode plus sensible que la PCR traditionnelle.

Nous avons appliqué cette nested-PCR a 106 crevettes, 37 de souche Calédonienne (11 males
et 26 femelles), 39 de souche Hawaiienne (15 males et 24 femelles) et 30 hybrides intra-
spécifiques (30 femelles), issues d’un des élevages en bassin de terre expérimentaux de 2005
décrits plus loin et qui avaient été préalablement marquées avant mélange.
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4.2.2 Résultats

Sur les 106 crevettes testées, aucune n’a été trouvée positive en PCR traditionnelle et seules
deux ont été trouvées positives en nested-PCR (aucune Calédonienne, un méale Hawaiien et
une femelle hybride). Ces résultats, qui n’ont été obtenus que sur un seul lot de crevettes
issues d’un seul et méme bassin, ne peuvent étre considérés comme représentatifs de la
prévalence et du portage réels au sein de I’ensemble du cheptel Calédonien, qui réveleraient
tres probablement une forte variabilité inter-bassins et inter-sites. (Par exemple, le témoin
positif d’amplification est issu de I’amplicon obtenu a partir de I’extraction d’ADN d’une
crevette de la ferme voisine, positive lors de la PCR traditionnelle).

Toutefois, malgré ces limites, les résultats obtenus confirment que le portage du virus IHHNV
par les crevettes élevées en Nouvelle-Calédonie est limité, résultant en une charge virale
faible. Ils démontrent d’autre part que la souche Hawaiienne ne présente pas non plus de forte
sensibilité au virus IHHNV, ni les hybrides entre les deux souches.
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5 Passage en quarantaine de la souche Hawaii

5.1 Conception, construction, gestion de la quarantaine:
perspectives en termes de conservation des ressources

L’UPRAC-NC a construit et géré un outil de quarantaine aquacole répondant aux exigences
de la DAVAR, situé a I’intérieur des terres et éloigné de tout site aquacole afin de minimiser
les risques de contamination en cas d’accident.

L’Ifremer a contribué a la conception et a la gestion de cet outil dans le cadre de la convention
évoquée plus haut. Un rapport spécifique décrit I’ensemble de différentes phases liées a
I’expérience acquise dans la quarantaine et fournit des éléments de prospective sur les
stratégies de conservation de souches de crevettes (Patrois et al., 2007).

5.2 Principaux résultats zootechniques

L’ensemble des resultats zootechniques obtenus en quarantaine sont donnés dans le rapport de
Patrois et al., (2007).

Dans le présent rapport, on rappellera seulement qu’aucune des 16 familles de la G8
introduites n’a subi a la fois de fortes mortalités pendant les 15 premiers jours apreés transfert
en avion et de fortes mortalités aprés ces 15 premiers jours et jusqu’a la sortie de quarantaine
(Figure 2). Aucune famille introduite ne présentant donc de signe majeur de fragilite, des
représentants des 16 familles ont été transférés dans 2 bassins de terre a I’lfremer pour
atteindre le stade de géniteurs (Figure 3).
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survie durant les 15 premiers jours de quarantaine

Figure 2: survie des familles Hawaiiennes introduites apres transfert en
guarantaine et survie ultérieure

La survie des individus Hawaiiens en bassins terre entre la sortie de quarantaine en Aodt 2005
et leur entrée en salle de maturation en octobre 2005 a atteint 95%, I’intégralité des 16
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familles étant représentées. Afin de ne pas stresser les animaux et pour ne pas hypothéquer la
reproduction d’aucune des 16 familles, aucun échantillonnage n’a été fait a ce stade.
Cependant il est a noter que I’observation visuelle de ces animaux a suggeré leur fort potentiel
de croissance, leur retard en sortie de quarantaine semblant rattrapé.
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Figure 3: effectifs des 16 familles Hawaiiennes introduites a la date du
transfert d’environ la moitié du cheptel dans les installations de I'lfremer

Bilan de 2 années de testage de performances des crevettes de types génétiques « Calédoniennes », 14
Hawaiiennes » et « Hybrides »
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6 Contrble par biologie moléculaire de la variabilité effectivement
introduite

6.1 Le transfert du génotypage des crevettes par microsatellites a
une entreprise privée

Trois marqueurs microsatellites avaient été utilisés dans le laboratoire de biologie moléculaire
d’Ifremer-Tahiti pour I’évaluation de la variabilité génétique du cheptel Calédonien et la
recherche de souches candidates a I’introduction en Calédonie (Vonau et al., 1999 ; Goyard et
al., 2002a, 2002b et 2003). 1l avait été montré que deux de ces trois marqueurs permettaient
d’assigner les individus a la population Caledonienne ou a la population Hawaiienne et qu’ils
pouvaient donc constituer un outil utile a I’expérimentation et a la gestion ultérieure des deux
souches par les professionnels.

Une collaboration a été établie a partir de 2004 avec
I’entreprise privée GENINDEXE® afin que cet outil soit
disponible en routine. Le multiplexage en PCR des 3
marqueurs microsatellites sur le séquenceur ABI 3100 a
été mis au point a partir des données de base disponibles
(séquences des amorces, température d'annealing, taille E
des alleles, protocole d'extraction d'’ADN —Vonau et al.,
1999 ; Bierne et al., 2000). C’est finalement I’extraction
de ’ADN au Chelex qui a été retenue (Baron, comm.
pers). En 2005, GENINDEXE était en mesure de
proposer le génotypage a facon a tout client potentiel
(Ifremer, UPRAC-NC ou autre). Figure 4: laboratoire
Genindexe

6.2 Controle de la variabilité introduite

Les individus Hawaiiens de la génération G8 qui étaient disponibles pour la reproduction
(c'est-a-dire ceux qui avaient survécu en quarantaine puis en bassin terre a I’Ifremer, puis en
salle de maturation) ont subi un prélevement de pléopodes qui ont été conservés dans I’alcool
avant expédition a GENINDEXE.

Parallelement a I’opération d’introduction de la souche Hawaii, la recherche d’autres souches
candidates a I’introduction a été prolongée au cours du projet DESANS : des échantillons de
pléopodes préleves sur des animaux de la population récemment introduite a Fidji en
provenance de Brunei ont été obtenus, et ont également été conservés dans I’alcool.

L’ensemble de ces échantillons « Fidjiens» et «Hawaiiens» ont été expediés a
GENINDEXE en méme temps qu’une serie d’échantillons de pléopodes d’animaux
Calédoniens. La Figure 5 rend compte de la variabilité allélique disponible chez ces 3
populations aux 3 locus microsatellites précités.

> GENINDEXE/ 6, rue des Sports/ 17000 LA ROCHELLE / FRANCE
Tel. : +33 (0)5 46 30 69 66/ Fax : +33 (0)5 46 30 69 68
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Ces résultats montrent que I’essentiel de la variabilité allélique disponible au début du projet
avait effectivement été introduite, car seul un alléle rare observé dans la souche Hawaiienne
par Goyard et al. en 2002 n’a pu étre détecté : le plan de croisement pratiqué entre la G6 et la
G8 et la stratégie d’indentification des familles ont donc bien joué leur role.

En outre, d’un point de vue génétique, la population « fidjienne» introduite de Brunei s’avere
une candidate a I’introduction compte tenu de la diversité allélique (3 a 5 alléles
supplémentaires par locus, spécifiques de cette souche par rapport aux souches Hawaii et
Calédonie). Un rapprochement avec les données de génotypage des souches qui étaient
disponibles a Hawaii lors des études préliminaires permet en outre d’affirmer que la souche
« Fidji » est trés proche génétiquement de la souche de L. stylirostris que HHA inc a
supprimée avant le début des négociations avec I’UPRAC-NC. Mais cette souche « Fidji » ne
présente pas les mémes garanties sanitaires que la souche Hawaii et son introduction en
Nouvelle-Calédonie, tout comme celle de la souche disponible a Brunei et dont elle est issue
(Pickering, comm. pers), ne pourrait étre envisagée sans des précautions sanitaires maximales.
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Figure 5: fréeguences alléliques observées en 3 locus (Styli 19, vanna 01 et
vanna 02) dans la population Calédonienne, chez les animaux Hawaiiens sortis
de quarantaine et reproduits en Calédonie en 2005, et dans une population
récemment introduite a Fidji
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7 Testage d’animaux de types Hawaiien, Calédonien et Hybride- F1

7.1 Reproduction des crevettes Hawaiiennes, en intra souche et en
croisement avec les Calédoniennes

7.1.1 Objectifs et méthodes

Les animaux de la génération Hawaii-G8 introduits en Nouvelle-Calédonie via la quarantaine
ont été élevés a trés faible densité (0,3/m?) en bassins terre & partir d’un 4ge moyen de 263
jours. lls ont recu une alimentation fraiche (calmar) 3 fois par semaine en plus de leur ration
de granulés commerciaux. Leur reproduction a eté effectuée fin 2005, lorsque ils avaient un
age moyen de 350 jours. Cette reproduction répondait a plusieurs objectifs :
- Reproduire chacune des 16 familles importées par au moins un méale ou une femelle
- Produire une nouvelle génération de la souche Hawaii, baptisée Hawaii-G9, structurée
en au moins 16 familles biparentales a généalogie connue, en limitant le plus possible
la consanguinité et en équilibrant le plus possible les contributions des 4 familles de la
génération G6 nées a Hawaii en 2002, date a partir de laquelle les croisements
effectués ont été enregistrés.
- Constituer a partir de ces familles de la nouvelle génération Hawaii-G9 :
0 Un stock de futurs reproducteurs de généalogie connue et marqués
individuellement ;
o0 Au moins un stock de futurs reproducteurs Hawaiiens pour les écloseries
privees de ’'UPRAC-NC ;
0 Une population issue du mélange des familles pour le testage de la souche
- Croiser des animaux Hawaiiens avec des animaux Calédoniens pour produire une
population « Hybride-F1» baptisée « F1-2005 » pour une premiere évaluation de leurs
performances.

La reproduction des animaux de la génération Hawaii-G9 répondait a des objectifs
équivalents (production de la nouvelle génération Hawaii-G10 et production d’Hybrides F1-
2006). Cependant les conditions d’élevage et de reproduction de la G9 different de celles de la
G8:
- L’élevage en eau claire s’est achevé a J80 avec le double marquage des différentes
familles
- Les bassins en terre ont été ensemencés a la densité de 4/m?.
- L’alimentation a suivi le standard calédonien (Alimentation fraiche une fois par
semaine)
- De multiples transferts ont di étre effectués compte tenu des travaux de réhabilitation
de la station de Saint Vincent.

La reproduction de la G9 a été tentée en aolt 2006 des que les animaux ont eu 9 mois d’age
moyen (J285), mais sans succes. Elle a en fait été effectuée en deux épisodes entre fin 2006 et
début 2007 (&ges moyens respectifs : J345 et J415).

Chaque année, des animaux de la méme lignée Calédonienne que ceux utilisés pour produire
des Hybrides-F1 ont été reproduits simultanément entre eux pour constituer une population
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Calédonienne, structurée en 16 familles biparentales et servant de « témoin » lors du testage
des différents types génétiques. Le choix a été fait d’utiliser pour ces expérimentations les
animaux Calédoniens issus de la sélection expérimentale pour la résistance au syndrome 93
plutdt que la population non sélectionnée afin de comparer les Hybrides et les Hawaiiennes a
la meilleure population Calédonienne disponible a Saint-Vincent.

Pour chaque ponte, ont été mesurés ou calculés les parametres suivants en tenant compte des
différents types de croisements :

- poids des géniteurs utilisés

- nombre d’ceufs récoltés

- nombre d’ceufs par gramme de femelle

- nombre d’ceufs fécondés

- taux de fécondation

- nombre de nauplii éclos

- taux d’éclosion

- pourcentage de nauplii par ceuf récolté

Chaque ponte a été élevée séparément des autres dans des bacs de 100 a 150 litres suivant le
protocole d’écloserie en vigueur. La survie a été évaluée au stade post-larve par comptage.

7.1.2 Résultats

7.1.2.1 Généalogie de la souche Hawaii

En 2005, 22 familles Hawaiiennes appartenant a la géneration Hawaii-G9 ont été produites et
sont issues de I’intégralité des 16 familles de la génération G8 introduites via la quarantaine ;
les croisements pratiqués ont permis aux 4 familles initiales de la G6 de contribuer a chacune
de ces 22 familles, et que leurs contributions respectives soient comprises entre 22 et 27% au
sein de 10 de ces 22 familles (Figure 8 et annexe 1).

La reproduction de génération Hawaii-G9 a été plus complexe suite aux problémes décrits
plus loin, si bien qu’on distingue 2 groupes parmi les 16 familles de la génération Hawaii-
G10, issues au total des 17 familles de la génération Hawaii-G8 (Figure 8 et annexe 1) :
- groupe « Hawaii G10a » : 11 familles nées entre le 9/11/06 et le 30/11/06 et issues de
12 familles de la G8
- groupe « Hawaii G10b » : 5 familles nées entre le 13/01/07 et le 20/01/07 et issues de
7 familles de la G8 (dont 2 ayant contribué a la « G10a »)

Malgré ces difficultés, les contributions respectives des familles G6-Green, G6-Red, G6-
Yellow, G6-Purple a la génération G10 étaient de 26%, 25%, 27% et 21%.
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En jaune : familles Hawaiiennes des générations G6, G7, G8 et G9 ayant des descendants dans
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En vert: familles Hawaiiennes des générations G6, G7, G8 et G9 ayant contribué a la
production de familles hybrides en 2005 (testage 2006) et fin 2006 — début 2007 (testage 2007)
En gris : familles sans descendance
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Figure 9: production d'ceufs et de nauplii dans les souches Calédonie et
Hawaii (8°™° et 9°™° génération) en fonction des essais
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Figure 10: Evolution des taux de fécondation observés dans les souches
Calédonie et Hawaii (8°™° et 9°™° génération) en fonction des essais
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Figure 11: Evolution des taux d’éclosion des pontes observés dans les
souches Calédonie et Hawaii (8°™° et 9°™°¢ génération) en fonction des essais
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7.1.2.2 Performances reproductives comparées des souches Hawaii et Calédonie

Malgré un parcours zootechnique atypique (passage en quarantaine), la reproduction des
Hawaiiennes de la G8, tentée a un age moyen de 12 mois environ, n’a pas posé de probleme
particulier bien que la fécondité des femelles, les taux de fécondation et les taux d’éclosion
soient plus faibles dans la population Hawaiienne que dans la population Calédonienne
(figures 9, 10 et 11). Ces performances plus faibles ont été compensées par des poids moyens
de femelles supérieurs (75 g contre 50 g): en final, 39000 nauplii ont été récoltés par femelle
Hawaiienne en 2005 contre 61000 nauplii par femelle Calédonienne.

En 2006, contre toute attente, la reproduction des Hawaiiennes a posé plus de problemes
(figures 9, 10 et 11) :

- En aodt 2006, a I’age de 9 mois environ, les Hawaiiennes ont montré pour tous les
parametres suivis des performances inférieures a celles des Calédoniennes : au bilan la
quantité de nauplii récoltés n’a été que de 2500 par femelle, ce qui a conduit a ajourner
I’opération.

- En novembre 2006, a I’4ge de 12 mois environ, le nombre de nauplii par femelle
Hawaiienne est resté faible, mais compatible avec le lancement des élevages larvaires
correspondants (8400 nauplii/femelle en moyenne contre 60000 pour la souche
Calédonienne). Cette mauvaise performance est liée a de faibles taux de fécondation et
d’éclosion.

- En janvier 2007, a I’a4ge de 14 mois environ, les performances des Hawaiiennes se
rapprochent des standards Calédoniens, comme en Novembre 2005 pour la génération
précédente : en final, 69000 nauplii ont été récoltés par femelle Hawaiienne contre
85000 nauplii par femelle Calédonienne.

7.1.2.3 Production d’Hybrides-F1

En 2005, 11 familles hybrides ont été constituées et mélangées au stade post-larve pour le
testage de performance (6 croisements male Hawaii x femelle Calédonie et 5 croisements
male Calédonie x femelle Hawaii)

En 2006, 8 croisements male Hawaii x femelle Calédonie et 5 croisements male Calédonie x
femelle Hawaii ont été obtenus. Les familles correspondant au méme sens de croisement ont
été melangées au stade post larve, mais chaque type de croisement a été elevé et teste
séparément.

Dans un souci de simplification de la présentation des résultats, le présent rapport ne fait état

que des résultats obtenus globalement sur les hybrides indifféeremment du sens de croisement
(le sens du croisement n’a eu d’effet sur aucun des parameétres suivis).

7.1.2.4 Survies en élevage larvaire

La Figure 12 rend compte a partir des données de I’annexe 3 des survies observées en élevage
larvaire (du stade nauplii aux stades PL6-8 et PL10-11) fin 2005 et fin 2006-début 2007
respectivement, pour I’ensemble des types génétiques étudiés. Les élevages d’Hybrides-F1
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enregistrent des survies moyennes de I’ordre de 50% chaque année, alors que les survies des
populations pures sont soit moins bonnes (cas des Hawaiiennes) soit variables (cas des
Calédoniennes).

‘ ®m Hawaii x Hawaii 0O Hawaii x New-Cal & New-Cal x Hawaii = New-cal x New-Cal
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Figure 12 : survies observées en élevage larvaire chez les différents types
génétique (Le type génétique des parents femelles est donné en premier, celui
des parents males en second)

7.1.3 Conclusions

Les mauvaises performances reproductives de la souche Hawaii enregistrées sur la G9, qui
sont préoccupantes en termes d’utilisation de cette souche par la filiere, doivent étre
relativisées : il semble que la souche Hawaii ne mature pas aussi précocement que la souche
Calédonienne puisque ses performances de la G9 se sont améliorées d’essai en essai. A ce
stade, on retiendra seulement les points suivants :

- la souche Hawaii semble avoir besoin d’au moins 12 mois d’age et/ou 75 g de poids
moyen pour les femelles pour enregistrer des performances reproductives se
rapprochant de celles de la souche Calédonienne

- les conditions de pré-maturation en bassin terre sont & soigner particulierement, a la
fois en termes de nutrition (apport d’aliment frais supérieur au standard Calédonien ?)
et en termes de densité, 4/m” semblant étre trop élevé.
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7.2 Testage des hybrides et des Hawaiiennes

A partir du matériel biologique décrit ci-dessus, plusieurs expérimentations ont été menées en
2006 et 2007, successivement ou en paralléle, afin de caractériser les populations Hawaiienne,
Calédonienne et métisse-F1 pour les parametres suivants :

e Croissance jusqu’a taille commerciale en bassin terre

e Survie jusqu’a taille commerciale en bassin terre

e Survie aux infections a V. penaeicida et V. nigripulchritudo

Les structures d’élevages utilisées lors de ces tests sont de différents types :
e bassins terre de 500m? de Saint Vincent
e cages flottantes de 8m® installées dans un bassin d’une ferme affectée par le
syndrome d’été
e salle d’infection expérimentale

L’ensemble de ces expérimentations a fait I’objet d’une publication qui présente les résultats
obtenus en privilégiant les comparaisons de performances des hybrides-F1 avec la moyenne
des souches pures (Goyard et al., soumis). Il s’agissait d’apporter une réponse a la question
suivante : quels gains une filiere aquacole quelconque peut tirer d’une stratégie d’amélioration
par croisement de souches ?

Dans le présent rapport, les résultats sont présentés en privilégiant les comparaisons de
performances de la souche Hawaii et des Hybrides-F1 avec celles de la souche Calédonienne.
Il s’agit d’apporter une premiere réponse a la question suivante : quel gain les producteurs
Calédoniens pourraient-ils tirer de I’importation de « sang neuf », soit par utilisation de la
souche Hawaii, soit par la production d’hybrides-F1 ?

7.2.1 Matériel biologique commun aux différentes expériences

Les populations testées en 2006 correspondent aux populations CC-2005, HH-2005 et F1-
2005 produites fin 2005 comme décrit plus haut. Une fois sorties d’écloserie, elles ont été
élevées séparément pour la phase de prégrossissement avant marquage en bassin terre jusqu’a
ce qu’elles atteignent le poids moyen de 3,3 g (+/- 0,8 9), 3,4 g (+/- 1,3 g) et 2,9 g (+/- 0,4 Q)
respectivement. Elles ont été ensuite marquées par injection de silicone coloré (Godin, 1996)
et réparties en fonction des expériences décrites plus loin. Les différences de poids au moment
du marquage n’étaient pas significatives entre CC-2005 et HH-2005 (p>0.10), mais les
animaux de la F1-2005 étaient significativement plus Iégers que les autres (p<0.01).

De fagon similaire, les populations testées en 2007 correspondent aux populations CC-2006,
HH-2006 et F1-2006 produites fin 2006 ; leurs poids respectifs au moment du marquage
étaient de 4,0 g (+/- 1,2 g), 11,1 g (+/- 2,9 g) et 3,8 g (+/- 1,2 g). Les différences de poids
n’étaient pas significatives entre CC-2006 et F1-2006 (p>0,10) mais les animaux HH-2006
étaient significativement plus lourds que les autres (p<0,01), vraisemblablement a cause des
faibles densités d’élevage induites par une trés mauvaise survie pendant la phase de
prégrossissement.
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7.2.2 Testage en bassin terre

7.2.2.1 Matériel et méthode

Afin d’évaluer les performances de croissance et de survie des différents types génétiques
dans des conditions propices a I’expression du syndrome, deux bassins de terre de 500 m“ de
la station de Saint Vincent ont été ensemencés en milieu de saison chaude (mois de février) en
2006 et 2007 avec des animaux prégrossis et marqués décrits ci-dessus et appartenant
respectivement aux populations CC-2005, HH-2005, F1-2005 d’une part et CC-2006, HH-
2006, F1-2006 d’autre part (Tableau 1). Les bassins ont été gérés comme des bassins de
grossissement (Clifford, 1992; Della Patrona et Brun, in prep.).

Les bassins ont été péchés apres le début de la saison froide, 134 et 126 jours aprés
ensemencement en 2006 (populations CC-2005, HH-2005 et F1-2005) et en 2007
(populations CC-2006, HH-2006 et F1-2006) respectivement. Les animaux péchés ont été
triés suivant leur marque, comptés, puis échantillonnés et pesés afin d’estimer les taux de
survie et de croissance.

Tableau 1: Nombre d’animaux prégrossis, marqués et ensemences dans les
bassins terre expérimentaux et survies finales observées

Nombre initial d’animaux marqués Survies finales (%)
Durée
CC-2005 HH-2005 F1-2005 d’élevage CC-2005 HH-2005 F1-2005
ou ou ou total (jours) ou ou ou
CC-2006 HH-2006 F1-2006 CC-2006 HH-2006 F1-2006
Expérience en - o o o
bassins— année 1 Bassin 1-année 1 2000 4000 4000 10000 134 52% 60% 61%
Bassin 2-année 1 2000 4000 4000 10000 134 50% 60% 60%
Expérience en Bassin 1-année 2 3000 296 6454 9750 126 3% 2% 55%
bassins— année 2
Bassin 2-année 2 3000 300 6450 9750 126 32% 38% 52%

7.2.2.2 Résultats sur la croissance

Les courbes de croissance obtenues sont données par les Figures 13a et 13b. Chaque année,
les poids finaux des hybrides-F1 ont été significativement supérieurs a ceux des populations
Calédoniennes et Hawaiiennes (Tableau 2 ; p<0,001). Si I’on prend en compte la durée de
chaque expérience et les poids initiaux au moment du marquage et du mélange des animaux,
la vitesse de croissance moyenne sur la période correspond a 0,16 g/jour, 0,16 g/jour et 0,21
g/jour pour les populations CC-2005, HH-2005 et F1-2005 respectivement, et a 0,17 g/jour,
0,17 g/jour et 0,24 g/jour pour les populations CC-2006, HH-2006 et F1-2006 respectivement
(Tableau 2).
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Figure 13a: croissances observées en 2006 chez des Calédoniennes (CC-
2005), des Hawaiiennes (HH-2005) et des « Hybrides F1 » (F1-2005) marquées et
élevées en mélange dans 2 bassins terre
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Figure 13b : croissances observées en 2007 chez des Calédoniennes (CC-
2006), des Hawaiiennes (HH-2006) et des « Hybrides F1 » (F1-2006) marquées et
élevées en mélange dans 2 bassins terre

Bilan de 2 années de testage de performances des crevettes de types génétiques « Calédoniennes », 25
Hawaiiennes » et « Hybrides »
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Tableau 2: Poids et vitesses moyennes de croissance observées chez les
Calédoniennes (CC-2005 ou CC-2006), les Hawaiiennes (HH-2005 ou HH-2006)
et les « Hybrides F1 » (F1-2005 ou F1-2006) dans les différentes expériences de
grossissement en bassin terre

Poids initial lors du Durée Poids final (g) Vitesse moyenne de
marquage et de de croissance (g/j)
I'ensemencement (g) I'élevage
CC- HH- F1- (jours) CC- HH- F1- CC- HH- F1-
2005 2005 2005 2005 2005 2005 2005 2005 2005
ou ou ou ou ou ou ou ou ou
CC- HH- F1- CC- HH- F1- CC- HH- F1-
2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006
. . 3,3 34 2,9 25,5 26,6 32,3
Bassin 1-année 1 +-08 +-13 +-04 134 +-33 +-25 +-30 0,17 0,17 0,22
. . 3,3 34 2,9 24,0 24,5 30,4
Bassin 2-année 1 +-09 +-14 +-05 134 +-28 +-23 +-31 0,15 0,16 0,21
. . 4,0 11,1 3,8 25,5 31,2 33,3
Bassin 1-année 2 H-12 +-29 +-1.2 126 +-37 +-50 +-32 0,17 0,16 0,23
. . 4,0 11,1 3,8 26,0 32,8 35,2
Bassin 2-année 2 413 +-21 +-1,3 126 +-43 +-43 +-37 0,17 0,17 0,25

7.2.2.3 Résultats sur la survie

Chaque année, la survie des hybrides-F1 a été significativement supérieure a celle de la
population Calédonienne (Tableau 1 — p<0,01). La survie des hybrides-F1 a également été
supérieure a celle de la population Hawaiienne la seconde année de testage (Tableau 1;
p<0,01). Pour la premiére année de testage, les 10 points de survie d’écart moyen entre
Hybrides et Calédoniennes font que le nombre de survivants Hybrides est de 18% supérieur a
celui des Calédoniennes. Pour la seconde année de testage, les 19 points de survie d’écart
moyen entre Hybrides et Calédoniennes font que le nombre de survivants Hybrides est de
55% supérieur a celui des Calédoniennes.

Les mortalités n’ont pas pu étre reliées directement a V. penaeicida parce gu’aucune crevette
moribonde n’a pu étre trouvée et analysée sur la durée de I’élevage, mais les quelques
observations de crevettes mortes correspondent typiquement a des crises de syndrome 93
survenant juste apres des chutes de température.

7.2.3 Testage en cages flottantes

Dans le cadre de la plate forme expérimentale mise en place par les producteurs sur la ferme
Aigue Marine impactée par le syndrome d’été lié a V. nigripulchritudo, il est apparu opportun
de compléter les résultats obtenus en bassin terre par une experimentation visant a comparer
les performances de croissance et de survie des 3 différents types génétiques dans un milieu
favorable aux pathologies a V. nigripulchritudo, et ceci en les mettant en compétition (élevage
d’animaux marqués mélangés) et hors compétition (élevage sans mélange de lots
génétiquement différents).
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7.2.3.1 Matériel et méthode

Trente cages flottantes de 8 m2 et de 60 cm de profondeur telles que décrites par Chim et al.
(2007) ont été installées dans un bassin de production ensemencé en décembre 2006. Ces
cages ont été ensemencées début février 2007 suivant le Tableau 3.

Tableau 3 : effectifs ensemencés en cages dans un bassin de la ferme Aigue
Marine impactée par le syndrome d’été

population Nombre d’animaux par cage a JO (le 07/02/2007) Nombre de cages relevées
CcC CH HC HH aJ29 aJs7 aJr7 total
CC non marquées 300 - - - 2 2 3
CH non marquées - 300 2 2 3 7
HC non marquées - - 300 2 2 3 7
Mélange CC, CH, HC, 75 75 75 75 2 2 5 9
HH marquées

Les différents types de cages ainsi obtenus ont été répartis de chaque cété d’un ponton et le
long de ce dernier. Chaque cage ainsi constituée a été alimentée 2 fois par jour suivant un taux
de distribution de 4 a 5%/j avec un granulé commercial tout au long de I’expérience. Le calcul
des taux de distribution quotidien moyen et des indices de conversion des différents types
génétiques a pu étre réalisé sur les cages non mélangées.

Ces cages ont été relevées a 3 dates différentes (a J29, J57 et J77 post ensemencement) pour
évaluer la survie et la croissance de chaque type génétique. La survie a été évaluée par
comptage et la croissance par pesée globale des animaux ; en outre 30 individus par cage et
par type génétique ont été tireés au sort et pesés individuellement afin de compléter le jeu de
données.

Enfin, aux mémes dates, des préléevements d’hémolymphe ont été effectués sur les différents
types génétiques d’une méme cage de mélange CC, Hybrides-F1 et HH afin d’évaluer leur
prévalence® et leur portage’ de V. nigripulchritudo.

Rappel : dans un souci de simplification de la présentation des résultats, le présent rapport ne fait état que des
résultats obtenus globalement sur les Hybrides indifféremment du sens de croisement (le sens du croisement n’a
eu d’effet sur aucun des parameétres suivis).

7.2.3.2 Résultats sur la croissance

Les Hawaiiennes n’ont pas maintenu leur avantage ponderal initial (de plus de 6 g par rapport
aux autres types génétiques) et elles ont été rattrapées en final par les Hybrides (Tableau 4 et
Figure 14a).

® Prévalence : paramétre mesuré sur un lot d’animaux et correspondant au pourcentage d’animaux porteurs au
sein de ce lot

" Portage : paramétre mesuré individuellement et correspondant & la concentration en pathogéne chez cet
individu. On peut donc avoir des lots a faible portage et forte prévalence (= beaucoup d’animaux faiblement
porteurs)
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Figure 14a: croissance des 3 types génétiques testés en cages dans deux
conditions différentes (en mélange susceptible d’induire un phénomene de
compétition ou hors mélange)
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Figure 14b : gains de poids des 3 types génétiques en cages depuis le jour
d’ensemencement
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Tableau 4 : Poids et vitesses moyennes de croissance observées chez les
Calédoniennes (CC-2005 ou CC-2006), les Hawaiiennes (HH-2005 ou HH-2006)
et les « Hybrides F1 » (F1-2005 ou F1-2006) dans les cages flottantes

Poids initial lors du Vitesse moyenne de

marquage et de Poids final (g) ; -

I'ensemencement (g) Durée croissance (g/)
CC- HH- F1- de CC- HH- F1- CC- HH- F1-
2005 2005 2005 [lélevage 2005 2005 2005 2005 2005 2005

ou ou ou (jours) ou ou ou ou ou ou
CC- HH- F1- CC- HH- F1- CC- HH- F1-
2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006
Cages "hors compétition” 31 3,1 16,2 23,3

(populations non mélangées) +-1,1 ) +-1,0 Ll +/-3,0 ) +-3,3 0.17 . 0,26

Cages “en compétition”
(populations marquées et
mélangées)

31 9,7+/- 3,1 77 17,7 24,0 24,4

+/-1,1 1,6 +/- 1,0 +/-3,6 +/-3,7 +-27 0.19 0.19 028

Les courbes de gain de poids depuis le début de I’expérience de la Figure 14b montrent que :
- les Hybrides ont enregistré un gain de poids de plus de 40% supérieur a celui des
populations Calédoniennes et Hawaiiennes (0,28 g/j contre 0,19 g/j)
- les résultats sont du méme ordre que le testage se fasse en condition de compétition
(cages en mélange) ou hors compétition (cages monotypes « pures »)

7.2.3.3 Résultats sur la survie

Les courbes de survie de la Figure 15 font apparaitre la supériorité des hybrides par rapport au
Calédoniennes et Hawaiiennes, en compétition et hors compétition : en fin d’expérience, les
10 points de survie d’écart moyen entre Hybrides et Calédoniennes correspondent a un
nombre de survivants Hybrides de 24% supérieur a celui des Calédoniennes. Aucune
différence n’apparait entre Calédoniennes et Hawaiiennes.
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Figure 15: Survie des différents types génétiques testés en cages dans deux
conditions différentes (en mélange susceptible d’induire un phénomeéne de

compétition ou hors mélange)
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7.2.3.4 Reésultats sur les indices de conversion

Compte tenu des quantités d’aliment distribuées, les taux de nutrition effectivement réalisés
dans les cages d’Hybrides CH et HC ont évolué de 4,6% a 3,8% de la biomasse par jour alors
que celui des Calédoniennes s’est maintenu a 5,1%. (Figure 16a). Avec ces données, les
indices de conversion réalisés dans les cages de Calédoniennes sont supérieurs (et donc moins
favorables) a ceux réalisés dans les cages d’Hybrides. En corrigeant ces données de
distribution d’une valeur calculée de facon a ce que le taux de nutrition corrigé soit le méme
dans toutes les cages (c'est-a-dire en augmentant fictivement la quantité d’aliment distribuée
aux Hybrides, et en considérant que cette quantité supplémentaire distribuée n’a pas été
transformée), I’indice de conversion corrigé reste plus faible (et donc plus favorable) dans les
cages d’Hybrides (Figure 16b).
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5% -

4% -

3% - CC-2006 hors compétition

204 | F1-2006 hors compétition

Taux de Nutrition

1%

0% T T T T T T T T T T T
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Figure 16a : Taux de Nutrition quotidien moyen dans les cages non meélangées
de Calédoniennes et d’'Hybrides (CH et HC confondus)

CC-2006 hors compétition
F1-2006 hors compétition

5 F1-2006 hors compétion - IC corrigé

Indice de Conversion

O T T T T T T T T T T T
0O 7 14 21 28 35 42 49 5 63 70 77
temps (j)
Figure 16b: Indices de conversion dans les cages non mélangées de
Calédoniennes et d’'Hybrides.
NB : L’indice « corrigé » correspond a un calcul théorique de I’indice a partir d’une quantité d’aliment fictive
calculée de facon a égaliser les Taux de nutrition moyen des différents types génétiques.
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7.2.3.5 Reésultats sur le portage et la prévalence

Le 7 mars (J29 post ensemencement des cages), alors que le syndrome d’été est déclaré dans
le bassins, les prévalences des CC, F1 et HH des cages sont respectivement de 100%, 90% et
100% d’animaux porteurs de V. nigripulchritudo (différences de prévalence non
significatives). Cependant, I’analyse plus détaillée du niveau de portage fait apparaitre des
différences significatives entre Calédoniennes (CC) et non Calédoniennes (HH et F1) : prés de
50% des Calédoniennes portent plus de 300 V. nigripulchritudo par prélévement
d’hémolymphe, alors que plus de 70% des Hybrides et des Hawaiiennes en portent moins de
50 (Figure 17).

Le 4 avril (J57 post ensemencement des cages), les prévalences des CC, F1 et HH des cages
sont respectivement de 63%, 47% et 43% d’animaux porteurs de V. nigripulchritudo.
L’analyse plus détaillée du niveau de portage ne fait apparaitre qu’une tendance non
significative de différences entre Calédoniennes et non Calédoniennes: la majorité des
Calédoniennes porte entre 1 et 10 V. nigripulchritudo par prélevement d’hémolymphe, alors
que la majorité des Hybrides et des Hawaiiennes n’en portent aucun.

Le 24 avril (J77 post ensemencement des cages), les prévalences des CC, F1 et HH des cages
sont respectivement de 53%, 73%, et 50% d’animaux porteurs de V. nigripulchritudo. Mais le
niveau de portage est faible avec en moyenne respectivement 3, 4 et 2 vibrios par préléevement
d’hémolymphe.
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Figure 17 : niveau de portage a V. nigripulchritudo dans une cage relevée a J29
ou les trois types génétigues étaient élevés en mélange
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7.2.4 Testage en salle d’infection expérimentale

7.2.4.1 Matériel et méthode

En 2006 et 2007, un troisieme bassin de terre a été ensemencé avec des animaux marqués des
3 types génétiques a tester afin de servir d’animalerie pour six infections expérimentales
successives (3 par an).

Les animaux ont été recapturés au moins 3 semaines aprés ensemencement. Pour chaque
expérience, 168 a 420 animaux par type génétique ont été transférés et répartis aléatoirement
en 16 ou 32 bacs de 200 litres (tableau 5) ; aprés une acclimatation d’une semaine, les

animaux ont subi une infection artificielle (soit par balnéation, soit par injection) avec la

souche de V. penaeicida AM 101 (Costa et al., 1998) suivant le protocole décrit par Saulnier
et al. (2000a et 2000b). Les concentrations en V. penaeicida utilisées en balnéation ou en
injection sont indiquées dans le Tableau 5.
La survie finale a été évaluée par comptage direct des survivants 3 a 7 jours apres infection,
en fonction de la mortalité observee.

Tableau 5 : Caractéristiques des infections expérimentales

Nombre Taux de survie avant Pathoagnes détectés dans
d’animaux Caractéristiques des infections infection artificielle Survies finales 9 -
SR . les animaux moribonds
marqués utilisés (7 jours post transfert)
CC- HH- FI1- q;gl’g'tsn‘l‘; CC- HH- Fl-  CC- HH- Fi-
2005 2005 2005 . pathoge 2005 2005 2005 2005 2005 2005 Avant Apres
Type pathogéne utilisés . - . ;
or or or dinfection  utilisé (UFClanimal ou ou ou ou ou ou infection infection
CC- HH- F1- ou CC- HH- Fi1- CC- HH- F1 artificielle  artificielle
2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006
UFC/volume)
infection 1 - - V. 5-10.10* V. .
année 1 233 162 235 balnéation o -cicida UEC/ml 49%  56%  56% 32% 37% 42% nigripulchritudo 0N disponible
infection 2 - - V. 7,5-15.10" V. -
année 1 137 140 140 balnéation o -cicida UEC/ml 6% 75% @ 81% 64% 63% T72% nigripulchritudo N0 disponible
infection 3 - - V. 240 V. R
année 1 168 168 168 injection  onsgicida  UFC/animal 68% 64%  78% 61% 43% 66% nigripulchritudo 0N disponible
total -
. 538 470 543 62% 64% 70% 49% 47% 57%
année 1
infection 1 - R V. 240 V. Ve
annge2 258 420 Injection penaeicida  Upcranimal 490% - 005%  1.3% BO% - igripuihrinugo - {3EICE
infection 2 - I v. 120-240 0 i N o o v. Ve
année 2 219 303 Injection  penaeicida  UFC/animal 70.3% 75.6% - 2.7% 102% - rigripulchritado ngvr"},“e',fgg:;“,g;’
infection 3 - I v. 120-240 ) 0 0 N o 0 v. Ve
année 2 180 60 248 INJECUON  penzeicida  YFC/animal 83.9% TL7% 851%  39% L7% 52% igipuichriudo 2:9\;%[2;2;:2:32
total- 697 g0 g1 647% T17% 715%  24% 17% 6,3%
année 2
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7.2.4.2 Reésultats

Des mortalités ont eu lieu dans chaque expérience, mais elles n’ont pas toujours pu étre
reliées au pathogene utilisé pour I’infection expérimentale. Des septicémies a V.
nigripulchritudo ont été observées apres le transfert des animaux en salle d’infection, pendant
la phase d’acclimatation. Une contamination persistante a V. nigripulchritudo a duré pendant
la phase d’infection a V. penaeicida, en particulier la seconde année.

Les survies une semaine apres transfert (avant I’infection artificielle) et les survies finales
(aprés infection artificielle) sont plus élevées chez les Hybrides F1 que dans les populations
Calédoniennes et Hawaiiennes dans chacune des 6 expériences (Tableau 5). En moyenne, la
survie finale des animaux F1-2005 apres transfert et infection a été de 57%: elle est
significativement plus élevée que celle des animaux des populations CC-2005 et HH-2005
(50% et 47% respectivement). Une tendance similaire est observée la seconde année de
testage, mais les niveaux de survie, exceptionnellement bas, ne permettent pas de conclure sur
la significativité des différences observées : la survie moyenne des animaux F1-2006 apres
transfert et infection est de 6,3%, alors que la survie moyenne des populations pures est de
2,4%.

7.2.5 Discussion

Dans les expériences de grossissement, les poids moyens initiaux des Hybrides F1 étaient
significativement plus faibles que ceux des 2 souches pures (jusqu’a 3 fois plus faible si on
compare F1-2006 a HH-2006). Malgré cela, les Hybrides F1 ont grandi si vite que leur poids
final dépassait significativement celui des souches pures (bassins, années 1 et 2), ou était au
moins équivalent au poids final de la population pure qui était la plus lourde a
I’ensemencement (cages, année 2). En fait, les vitesses de croissance qui prennent en compte
les poids initiaux et finaux ainsi que la durée de chaque expérience (Tableau 2) sont trés
cohérents et peu variables d’une expérience a I’autre : les vitesses moyennes de croissance des
Hybrides F1 en bassins terre ont été 37% (+/- 7%) plus élevées que celles des deux
populations pures et 40% plus élevées que celle de la population Calédonienne de référence
(Figure 18). Ces résultats ont été confirmés en cages avec des vitesses de croissance tres
proches de celles observées en bassins (Tableaux 2 et 4). De plus, I’expérience en cages a
montré que les différences de vitesse de croissance observées n’était pas la conséquence d’un
phénomeéne de compétition qu’on aurait pu craindre entre différentes populations mélangées
et élevées ensemble : en effet, les résultats en cages sont équivalents qu’ils soient obtenus en
conditions de compétition (cages de mélanges) ou hors compétition (cages ne contenant qu’un
seul type génétique). Autrement dit, les Hybrides-F1 sont incontestablement des animaux a
forte vitesse de croissance, indépendamment des conditions de testage. Parallelement, on note
que les différences de croissances entre Hawaiiennes et Calédoniennes sont faibles (Figure
19).

En ce qui concerne les survies, I’interprétation des résultats est plus complexe. Pendant la
premiére année de testage, alors que la survie en bassin de la population Calédonienne était de
51%, celle de la population Hawaiienne était de 60% et celle des Hybrides de 61%. A
ensemencement égal, le différentiel de survie de 9 points entre Calédoniennes et Hybrides F1
correspond donc a une augmentation du nombre de survivants de 18% en premiere année.
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Pendant la seconde année de testage, alors que la survie moyenne en bassin de la population
Calédonienne n’était que de 34%, la survie moyenne des Hawaiiennes était tres proche (32%),
et celle des Hybrides-F1 atteignait 54% : ce différentiel de survie de 20 points entre
Calédoniennes et Hybrides-F1 correspond a une augmentation du nombre de survivants de
55% (Figure 18). Lors de ces deux expériences en bassins, la mortalité observée a eu lieu
principalement lorsque la température a chuté, ce qui est caractéristique du syndrome 93
causé par V. penaeicida (Costa et al., 1998 ; Goarant et al., 1999). Cependant, aucun animal
moribond n’a pu étre analysé, si bien que ces essais ne permettent que de suggérer que les
Hybrides-F1 sont plus résistantes aux stress et/ou aux pathogénes que les populations pures, et
en particulier que la population Calédonienne. Il semble que I’écart relatif entre les survies
des Hybrides-F1 et des Calédoniennes serait d’autant plus important lorsque les conditions
environnementales sont mauvaises et conduisent a des survies médiocres (Figure 18). Les
résultats obtenus en cages flottantes dans des conditions favorables a I’expression de V.
nigripulchritudo pathogene sont intermédiaires et cohérents avec les résultats obtenus en
bassins : alors que la survie moyenne en cages des Calédoniennes en mélange était de 44%, la
survie des Hawaiiennes était de 40% et celle des Hybrides-F1 était de 52%. Le différentiel de
survie de 8 points entre Hybrides-F1 et Calédoniennes correspond a une augmentation de 24%
du nombre de survivants final a ensemencement égal (Figure 17). Parallélement on note que
les différences de survie entre Hawaiiennes et Calédoniennes ne sont pas toujours dans le
mémes sens et aucune tendance claire ne se dégage entre les souches pures en terme de survie.

Les infections expérimentales n’ont pas permis de démontrer une résistance spécifique a un
pathogene donné car les 2 pathogenes V. penaeicida et V. nigripulchritudo ont
vraisemblablement interagi dans la plupart des essais. La seule conclusion possible est une
meilleure résistance globale des Hybrides-F1 a la combinaison de stress induits par les
manipulations et de stress liés aux vibrios pathogénes. Les survies obtenues lors des infections
expérimentales de la premiére année sont cependant cohérents avec les différences observées
dans les bassins la méme année : lorsque la survie des souches pures était de 49% en moyenne
en infection expérimentale, la survie des Hybrides-F1 était de 57%, et correspondait a une
augmentation du nombre de survivant de 18% pour une méme quantité d’animaux manipulés
et infectés. Pendant la seconde année, les survies apres infection ont été trés faibles dans ces
conditions et cela pourrait étre di a I’interaction des 2 especes de vibrios. En effet, des
mortalités septicémiques a V. nigripulchritudo ont été observées aprés manipulation pour la
premiére fois dans notre laboratoire (Goarant, comm. pers.). La survie moyenne des deux
souches pures n’a été que de 2% sur I’ensemble des infections de la seconde année, tandis que
la survie des Hybrides-F1 a atteint 6% en moyenne (soit 3 fois plus), ce qui suggere encore
que l’intérét des Hybrides-F1 serait d’autant plus grand que les conditions sont
mauvaises. Enfin, au jour 29 de I’expérimentation en cages, lorsque des mortalités sévissaient
dans le bassin contenant les cages, les concentrations en V. nigripulchritudo dans
I’hémolymphe étaient significativement supérieures chez les Caledoniennes que chez les 2
autres types génétiques. Cela va dans le sens de I'nypothése d'une sensibilité plus élevée de la
souche calédonienne. Mais des expérimentations supplémentaires seraient nécessaires pour
conclure sur ce point particulier.
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Lorsqu’on combine les résultats de croissance et de survie, on arrive a la conclusion que la
production de biomasse est bien plus forte chez les Hybrides-F1 que chez les autres types
génétiques, a ensemencement égal (Figure 18) : la production de biomasse en bassins a été
augmentée par un facteur 1,4 la premiére année et par un facteur 2,3 la seconde année de
testage en bassins, et par un facteur 1,9 dans les cages. L’intérét des Hybrides-F1 en terme de
production de biomasse apparait donc encore plus élevé lorsque la survie des Calédoniennes
(et celle des Hawaiiennes) est faible (Figure 18).

Enfin, les résultats obtenus sur les indices de conversion, qui semblent plus favorables chez
les Hybrides-F1 que chez les Calédoniennes ne peuvent étre considérés que comme des
résultats trés préliminaires. Cependant, le premier élevage commercial d’Hybrides-F1 réalisé
en 2007 a permis d’obtenir un indice de conversion de 1,4 (Bador, comm. pers.) qui suggéere
que la forte vitesse de croissance des Hybrides-F1 ne s’accompagne pas d’une augmentation
démesurée de I’indice de conversion. Des expériences complémentaires dans un
environnement contrdlé seront nécessaires pour conclure sur ce parametre.

36



8 Conclusion générale

L’introduction et le testage de la souche Hawaii en Nouvelle-Calédonie, recommandée par
I’Ifremer dés 2002, a été une opération complexe : la définition claire des différentes étapes et
la répartition précise des roles des différents partenaires du projet sont vraisemblablement les
facteurs clefs expliquant que cette opération ait pu étre menée.

Les outils biomoléculaires utilisés lors de I’étude préliminaire ont permis de Vérifier que la
premiére phase de I’opération (I’introduction sensu stricto) a permis de transférer la quasi-
totalité de la variabilité allélique qui avait été identifiée au sein de la souche Hawaii lors de
I’étude préliminaire. Parallelement, le suivi des plans de croisement a permis de constituer un
stock de géniteurs a généalogie connue permettant de gérer au mieux cette nouvelle
variabilité.

Les différentes expériences décrites dans ce rapport permettent de conclure que la souche
Hawaiienne constitue un matériel génétique précieux pour le développement de la
crevetticulture Calédonienne, non pas particulierement pour ses propres performances qui
n’apparaissent pas supérieures a celle de la souche Calédonienne (Figure 19), mais parce
gu’elle permet de produire en utilisation conjointe avec la souche Calédonienne des hybrides
de premiere génération (ou « Hybrides-F1 ») dont les performances de croissance, de survie et
par voie de conséquence de production de biomasse sont supérieures a celles des
Calédoniennes, et ceci dans toutes les conditions de testage pratiquées (Figure 18). Si
I’avantage en terme de vitesse de croissance semble relativement constant d’une expérience a
I’autre (de I’ordre de 40%), I’avantage relatif des hybrides en termes de taux de survie semble
d’autant plus marqué que les conditions de testage conduisent a de mauvaises survies des
Calédoniennes. Dans tous les cas, les résultats décrits dans ce rapport mettent en évidence que
I’augmentation de la biomasse dans les bassins d’élevage (qui intégre la part liée a la
croissance individuelle et celle liée a la survie) pourrait &tre multipliée par un facteur 1,4 a 2,3
grace a I’utilisation des hybrides. Il est évident que cela peut représenter un atout, mais que
I’écosysteme bassin pourrait également s’emballer dangereusement si la gestion des élevages
ne tient pas compte de ce potentiel. Pour éviter cela, I’objectif des producteurs devra étre
clairement défini : il pourrait étre non pas de produire plus a intrants équivalents, mais au
contraire de produire la méme biomasse avec moins d’intrants (moins de post-larves, moins
d’aliment, etc....) et peut-étre avec des animaux de plus grosses tailles finales (et donc mieux
valorisables). Des essais de grossissement a échelle pilote ou a échelle 1 devraient permettre
de trouver progressivement le meilleur compromis entre ces différentes options.

Le transfert de ces résultats repose maintenant en partie sur la levée des problemes de
reproduction de la souche Hawaii rencontrés fin 2006. Ces problemes semblent pouvoir
s’expliquer par le fait que la souche Hawaii maturerait a un age plus avancé que la souche
Calédonienne, mais cela devra étre confirme. Ce transfert repose également a court terme sur
la capacité de la filiere a intégrer la contrainte de gérer deux stocks de géniteurs en paralléle,
et a plus long terme sur la mise en place d’une veritable politique de conservation des souches
disponibles a partir des éléments techniques et de prospective déja fournis par I’Ifremer aux
partenaires Calédoniens (Patrois et al., 2007)
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9 Annexes

9.1 Annexe 1: Données généalogiques de la souche Hawaii

) famille dela | familledu | familledela | famille du Nombre de
o N° de code . N famille du . L . L Part de genes des familles de la G6 familles de la
génération famille famille de la mére pére grand-meére | grand-pére | grand-mére | grand-péere c6
maternelle maternel paternelle paternel . L
représentées
G6-Green  |G6-Red G6-Yellow |G6-Purple

G6 G6-Green 100% 0% 0% 0% 1
G6-Red 0% 100% 0% 0% 1
G6-Yellow 0% 0% 100% 0% 1
G6-Purple 0% 0% 0% 100% 1

moyenne 25% 25% 25% 25%

G7 G7.1 G6-Yellow G6-Green 50% 0% 50% 0% 2
G7.2 G6-Green G6-Green 100% 0% 0% 0% 1
G7.3 G6-Red G6-Green 50% 50% 0% 0% 2
G7.4 G6-Yellow G6-Red 0% 50% 50% 0% 2
G7.5 G6-Red G6-Yellow 0% 50% 50% 0% 2
G7.6 G6-Green G6-Red Male) 50% 50% 0% 0% 2
G7.7 G6-Green G6-Yellow 50% 0% 50% 0% 2
G7.8 G6-Purple G6-Green 50% 0% 0% 50% 2
G7.9 G6-Red G6-Red 0% 100% 0% 0% 1
G7.10 G6-Yellow G6-Purple 0% 0% 50% 50% 2
G7.11 G6-Yellow G6-Yellow 0% 0% 100% 0% 1

moyenne 32% 27% 32% 9%

G8 G8.01 G7.10 G7.3 G6-Yellow G6-Purple G6-Red G6-Green 25% 25% 25% 25% 4
G8.02 G7.10 G7.6 G6-Yellow G6-Purple G6-Green G6-Red 25% 25% 25% 25% 4
G8.03 G7.3 G7.10 G6-Red G6-Green G6-Yellow G6-Purple 25% 25% 25% 25% 4
G8.04 G7.4 G7.8 G6-Yellow G6-Red G6-Purple G6-Green 25% 25% 25% 25% 4
G8.05 G7.5 G7.8 G6-Red G6-Yellow G6-Purple G6-Green 25% 25% 25% 25% 4
G8.06 G7.6 G7.10 G6-Green G6-Red G6-Yellow G6-Purple 25% 25% 25% 25% 4
G8.07 G7.8 G7.4 G6-Purple G6-Green G6-Yellow G6-Red 25% 25% 25% 25% 4
G8.09 G7.10 G7.2 G6-Yellow G6-Purple G6-Green G6-Green 50% 0% 25% 25% 3
G8.10 G7.10 G7.9 G6-Yellow G6-Purple G6-Red G6-Red 0% 50% 25% 25% 3
G8.11 G7.11 G7.8 G6-Yellow G6-Yellow G6-Purple G6-Green 25% 0% 50% 25% 3
G8.12 G7.2 G7.10 G6-Green G6-Green G6-Yellow G6-Purple 50% 0% 25% 25% 3
G8.13 G7.8 G7.11 G6-Purple G6-Green G6-Yellow G6-Yellow 25% 0% 50% 25% 3
G8.14 G7.8 G7.9 G6-Purple G6-Green G6-Red G6-Red 25% 50% 0% 25% 3
G8.15 G7.1 G7.9 G6-Yellow G6-Green G6-Red G6-Red 25% 50% 25% 0% 3
G8.16 G7.9 G7.7 G6-Red G6-Red G6-Green G6-Yellow 25% 50% 25% 0% 3

moyenne 27% 25% 27% 22%

G9 G9.511 G8.02 G8.04 G7.10 G7.6 G7.4 G7.8 25% 25% 25% 25% 4
G9.508 G8.01 G8.05 G7.10 G7.3 G7.5 G7.8 25% 25% 25% 25% 4
G9.517 G8.01 G8.05  |G7.10 G7.3 G75 G7.8 35% 25% 25% 25% 4
G9.518 G8.06 G8.07 G7.6 G7.10 G7.8 G7.4 25% 25% 25% 25% 4
G9.521 G8.06 G8.04 G7.6 G7.10 G7.4 G7.8 25% 25% 25% 25% 4
G9.523 G8.07 G8.01 G7.8 G7.4 G7.10 G7.3 25% 25% 25% 25% 4
G9.524 G8.07 G8.03 G7.8 G7.4 G7.3 G7.10 25% 25% 25% 25% 4
G9.529 G8.05 G8.03 G7.5 G7.8 G7.3 G7.10 25% 25% 25% 25% 4
G9.520 G8.12 G8.14 G7.2 G7.10 G7.8 G7.9 38% 25% 13% 25% 4
G9.528 G8.12 G8.14 G7.2 G7.10 G7.8 G7.9 38% 2506 13% 2506 4
G9.513 G8.10 G8.13 _ |G7.10 G7.9 G7.8 G7.11 13% 25% 38% 25% 4
G9.514 G8.13 G8.10 G7.8 G7.11 G7.10 G7.9 13% 25% 38% 25% 4
G9. 527 G8.10 G8.11 G7.10 G7.9 G7.11 G7.8 13% 25% 38% 25% 4
G9.509 G8.15 G8.11 G7.1 G7.9 G7.11 G7.8 25% 25% 38% 13% 4
G9.526 G811 G815 |G7.i1 G7.8 G7.1 G7.9 25% 25% 38% 13% 4
G9.507 G8.12 G8.15 G7.2 G7.10 G7.1 G7.9 38% 25% 25% 13% 4
G9.510 G8.15 G8.12 G7.1 G7.9 G7.2 G7.10 38% 25% 25% 13% 4
G9.512 G8.16 G8.09 G7.9 G7.7 G7.10 G7.2 38% 25% 25% 13% 4

moyenne 27% 25% 27% 21%

G10 G10-501-a G9.529 G9.527 |G8.05 G8.03 G8.10 G8.11 19% 25% 31% 25% 4
G10-507-a G9.518 G9.514 |G8.06 G8.07 G8.13 G8.10 19% 25% 31% 25% 4
G10-1604-b G9.513 G9.521  |G8.10 G8.13 G8.06 G8.04 19% 25% 31% 25% 4
G10-512-a G9.5110u5230u524 G9.514 |? ? G8.13 G8.10 19% 25% 31% 25% 4
G10-1606-b G9.514 G9.528 [G8.13 G8.10 G8.12 G8.14 25% 25% 25% 25% 4
G10-1607-b G9.520 G9.514 |G8.12 G8.14 G8.13 G8.10 25% 25% 25% 25% 4
G10-509-a G9.508 G9.509  |G8.01 G8.05 G8.15 G8.11 25% 25% 31% 19% 4
G10-510-a G9.517 G9.509  |G8.01 G8.05 G8.15 G8.11 25% 25% 31% 19% 4
G10-1602-b G9.508 G9.526 |G8.01 G8.05 G8.11 G8.15 25% 25% 31% 19% 4
G10-1605-b G9.520 G9.521 |G8.12 G8.14 G8.06 G8.04 31% 25% 19% 25% 4
G10-503-a G9.511 G9.507 _ |G8.02 G8.04 G8.12 G8.15 31% 25% 25% 19% 4
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9.2 Annexe 2 : tests de sensibilité a IHHNV par I’Université d’Arizona
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9.3 Annexe 3: compte rendu des productions d’écloserie et de nurserie en 2005

Elevages larvaires
naombre PL nambre PL
e . e - stade . . . nb total PL
N® bac Elevage TYPE de croisement Reference famille | Reference famille Date Jd  |nbinitiall date néch i % survie| nbfinal B FL | ensemencées | ensemencees .
. A péche | sortie } - . - : ensemenceées
larvaire Femelle Male PL larvaire péché Jetées en nurserie ENn nUrserie -
- . en nurseries
familiale collective

142 Harwaii # Haweaii Crarge Wert 11-nov.-05] 50000 J0-nov-05] 9 48% 24075 i 1500 22576 24075
384 Haweaii x Hawaii Orange Rouge bleu 11-nov.-05| 50000 30-now-05) 9 49% 24548 i} 1500 23048 24548
7 Hawvaii x Hawaii Rose Paourpre 12-nov.-05| 20000 30-nov-05) B 35% 7000 0 1500 5500 7000
8 Hawaii % Haweaii Rouge blanc Rouge Orange 12-nov.-05( 25000 30-nov.-05 7 41% 10350 1] 1500 8850 10350
9 Hawaii x Haweaii Rouge blanc Qrange rose 12-nov.-05( 25000 30-nov.-05 7 B2% 15600 1] 1500 14100 15600
10 & 11 Hawaii % Hawaii Orange Rouge blane 12-nov.-05) 50000 30-now-05) 8 17% 8275 i} 3000 5275 8275
12 Hawraii x Hawaii Wert Bleu 12-nov.-05) 25000 J0-nov-05| 8§ 24% 5100 a 1500 4600 6100
13 Hawaii x Haweaii Blanc Jaune vert 13-nov.-05( 10000 05-déc.-05] 12 19% 1900 1] 1500 400 1900
16 Harwaii » Haweaii Jaune Blanc 158-nov.-05) 12500 05-déc.-05) 7 0% 3500 a 1500 2300 3800
18 Hawvaii % Hawaii Jaune bleu Rouge jaune 15-nov.-05 7500 05-déc.-05) 8 4% 300 0 0 300 300
19 & 20 Hawvaii 3 Hawaii Rose Paourpre 15-nov.-052| 54000 02-dec.-05] 8 4% 2000 0 1625 375 2000
22 823 Hawvaii 3 Haweaii Rouge vert Orange rose 17-nov.-05( 48000 05-déc.-05 7 28% 13425 1] 1500 11925 13425
24 Hawaii x Haweaii Jaune bleu Rouge jaune 17-nov.-05( 10000 05-déc.-05 =] 53% 5275 1] 1500 3775 5275
25 & 26 Hawaii x Haweaii Jaune vert Blanc 17-nov.-05) 45000 05-déc.-05) 8 35% 17350 4725 1500 11125 12625
27 Hawraii x Hawaii Jaune vert Rose 17-nov.-052) 25000 05-déc.-02) & 3% 9225 728 1500 G500 7500
28 Hawaii # Haweaii Bleu Wert 18-nov.-05] 25000 05-déc.-05] 6 52% 13100 S600 1500 5500 7500
29 & 30 Hawvaii 3 Haweaii Rouge jaune Jaune bleu 18-nov.-05( 50000 05-déc.-05 5] 15% 7500 100 1500 5700 6400
21831 Hawaii x Haweaii Jaune Rouge 22-nov.-05| 54000 07-déc.-05) & 51% 27700 9400 1500 5500 8300
32 Hawvaii 3 Hawaii Rouge Jaune 22-nov.-05) 10000 07-déc.-05] & 53% 5275 0 1500 3775 5275
5 Hawaii x Haweaii Rouge Orange Rouge vert 11-nov.-05 E000 30-nov.-05 =] 25% 1525 1] 1525 0 1525
14 Hawaii x Haweaii Rose Jaune vert 23-nov.-05| 10000 12-déc.-05 7 15% 1500 1] 1500 0 1500
44 Hawvaii x Hawaii Rouge Orange Rouge vert 23-nov.-05] 18000 12-déc.05] B 41% 7300 5600 1500 0 1500
46 Mewe-Cal x Hawaii ¥ rouge 13-nov.-05] 15000 01-déc.-05] 6 59% 800 2300 5500 6500
47 Mewe-Cal x Hawaii kS rouge orange 13-nov.-05[ 15000 01-déc.-05 7 55% 8225 1725 B500 6500
48 Mew-Cal % Hawaii X rouge orange 13-nov.-05| 15000 01-déc.-05| B G4 % 9E00 3100 G500 6500
49 MNew-Cal x Hawaii ki rouge vert 14-nov.-05| 15000 01-déc.-05| B 25% 3800 0 3800 3800
50 Mewe-Cal x Hawaii ¥ ver 14-nov.-05) 15000 01-déc.-05] 6 29% 14800 300 5500 6500
56 Mewe-Cal x Hawaii ki vert & rouge blanc]  15-nov.-05| 15000 01-déc.-05 5] 9% 1275 1] 1275 1275
51 Hawaii x Mews-Cal rose 1 14-nov.-05| 15000 01-déc.-05) 7 40% G000 i} G000 6000
a2 Hawaii x Mew-Cal rage ¥ 14-nov.-05) 15000 01-déc.-05) 6 a0% 7425 1425 G000 6000|
23 Hawaii x Mews-Cal roge arange X 14-nov.-05| 15000 01-déc.-05| B 72% 10750 4750 6000 6000]
54 Hawvaii 3 New-Cal rouge blanc i 15-nov.-05( 15000 01-déc.-05 B 27% 4000 1] 4000 4000
55 Hawaii % Mew-Cal orange X 15-nov.-05] 15000 07-déc.-05] &5 42% 5350 [i] 5350 6350
39 Mew-cal x New-Cal 2 fernales x 2 males 10-nov.-05) 15000 01-déc.-05) 9 3% 7550 2350 5000 3000
40 Mew-cal ¥ New-Cal 2 fermales x 2 males 10-nov.-05[ 15000 01-déc.-05 9 BE% 95875 4875 5000 5000
11 Mew-cal ¥ New-Cal 1 ferale % 1 male 11-nov.-05[ 15000 01-déc.-05 9 B3% 9375 G675 2700 2700
42 MNew-cal ¥ New-Cal 3 females x 3 males 12-nov.-05| 15000 01-déc.-05| 7 49% 7325 i} 7325 7325
43 Mew-cal x New-Cal 4 fernales x 4 males 12-nov.-05] 15000 01-déc.-05] 7 93% 1BE50 Gaad 10000 10000
TOTAL Hawaii x Hawaii 22 Hawaii 22 Hawaii 15-nov. 05 631000 04-déc. 05 7 34% 213123 38350 33150 144024 174773
TOTAL New-Cal x Hawaii 6 NC 7 Hawaii 13-nov. 05 90000 01-déc. 05 6 52% 46500 15425 0 31075 31075
TOTAL Hawaii x New-Cal 3 Hawaii 3 hawaii 14-nov. 05| 75000 01-déc. 03] 6 46% 34525 G174 0 28350 28350
TOTAL New-cal x New-Cal 12 NC 12NC 11-nov. 05 78000 01-déc.05] 8 66% 51175 21150 0 30025 30025]
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(suite annexe 3)

nurseries familliales nurseries collectives
MNambre Nombre Nombre de
Nl nornbre PL | juvéniles norbre PL - N ) nb total L juvéniles non ., NOMBRE TOTAL
- hac . . . M*hac Date péche survie L Wb uvaniles . bassins
N° bac Elevage TYPE X ensemencés | marqués | ensemencés ; : S PL : juvéniles . marqués . JUVENILES
K nurserie A . ) nursetie nurserie dge nurserie . |mon marqués . |ensemencés par
larvaire famili en nurserie |ensemencé| en nurserie ) X .~ |non marqués T ensemencés | . . - ENSEMENCES
amiliale . : collective collective collective . jetés . juvéniles non
farniliale 5 Bh collective péchés en bassins .
) marqués
bassins terre
182 Hawaii 3 Hawaii 521 1500 220 22576
3&4 Hawwaii x Haweaii h22 1500 220 23048
7 Hawaii 3 Hawaii 520 1500 220 5500
8 Hawaii x Hawaii 523 1500 220 BB50| 1605 &1607 20-dec 29 81% 58040 24100 43940 45480
9 Hawaii % Hawaii 524 1500 220 14100
10 & 11 Hawaii % Hawaii | 518 & 519 3000 220 5275
12 Haweaii x Haweaii 525 1500 220 4600
13 Hawaii % Hawaii 526 1500 220 400
16 Hawaii x Hawaii 5271 1500 220 2300
18 Hawvaii % Hawaii - 0 - 300 4
19 & 20 Hawaii 3 Hawaii 528 1625 220 375 1606 19-déc 26 74% 22300 0 22300 23620
22 & 23 Hawwaii x Haweaii 529 1500 220 11925
24 Hawaii % Hawaii 530 1500 220 775
25 & 26 Hawaii % Hawaii 509 1500 220 11125
27 Hawaii % Hawaii 510 1500 220 EE00
28 Hawaii x Hawaii 511 1500 220 EE00
29 & 30 Hawwaii x Haweaii 512 1500 220 5700 1608 19-déc 20 72% 21550 1} 21550 22650
21 & 31 Hawaii 1 Hawaii 513 1500 220 EE00
32 Hawaii x Hawaii 514 1500 220 3775
5 Hawaii % Hawaii 517 1625 220 0
14 Hawaii x Hawaii 507 1500 220 0 - - 1] 660
14 Hawaii x Hawaii 508 1500 220 0
16 New-Cal 1 Hawai - - 6500
47 New-Cal x Hawai 6500
18 New-Cal 1 Hawai B500
19 Mew-Cal 1 Hawai 3800
50 MNew-Cal x Hawai B500
36 MNew-Cal x Hawai 1275 V62 21604 T5-det 28 B6% 51158 21180 30000 1 30000
51 Hawvaii x MNew-Cal 6000
52 Haweaii % MNew-Ca| B000
53 Hawvaii % MNew-Cal B000
54 Hawaii # New-Ca| 4000
55 Hawaii x New-Cal B350
33 gg:z: . Sg::: gggg 504 15-déc 23 76% 7600 2600 5000 5000
ﬂ ggig: - ggig: ?ggg 505 15-déc 23 57% 5675 675 5000 ! 5000
43 CCsel x CCsel 10000 505 15-déc 21 72% 7170 2970 5000 5000
TOTAL Hawaii x Hawaii 33150 1620 144024 19-déc 25 78% 111890 24100 87790 1 92410
1g¥it :Zﬁ.‘i’hﬂ.}“’cﬁi g g g;g;g 15 dec 20 86% 51150 7150 30000 1 30000
TOTAL New-cal x New-Cal 0 of 30025 15-déc 22 68% 20445 5445 15000 1 15000




9.4 Annexe 4 : compte rendu des productions d’écloserie et de nurserie en 2006

Elevages larvaires
stade il 5 LETR E nb total PL
N° bac Elevage TVPE d . Référence famille | Référence famille . . .~ |% survie| nb final Mo PL | ensemencées | ensemencées .
. e croisement A Date JO nb initial date péche sartie - P, . - - ensemencées
larvaire Femelle Iile PL larvaire | péché Jetées en nursetie en nurgerie .
- en nurseries
familiale collective

33 Hawraii ¥ Hawaii or-ja bc-ma S-nov.-06 2500 30-nov.-06| 12 14% 360 0 360 0 360
34 + 35 Hawraii x Hawaii rg-rs bc-rs 10-nov.-06 34000 30-nov-06[ 12 8% 2600 0 1100 1500 2600
36+37 Haweaii 3 Hawaii rs-rma ts-be 12-noy.-06 34000 30-nov-0B) 10 7% 2400 1000 1400 2400
38 Hawraii ¥ Hawaii Jja-be rg-or 13-nov.-06 5000 04-déc.-0B) 12 22% 1100 0 1100 0 1100
39 Hawraii x Hawaii ma-rs 15-ve 15-nov.-06 7500 04-déc.-06) 11 B7 % 5000 0 1000 4000 5000
40 Hawaii % Hawraii Ima-rs rs5-be 15-nov.-06 13000 04-déc.-06] 10 a0% 6500 0 1000 5500 6500
1 Hawaii 1 Haweaii rs-ja Jja-be 22-nov.-06 15000 18-déc.-06[ 17 1% 100 1] 100 0 100
3 Hawraii x Hawaii or-ja rs-ja 28-nav.-06 13000 18-déc.-06| 11 4% 500 0 500 0 500
[] Hawraii x Hawraii rs-ma rs-ja 28-nov.-06 2000 18-déc. 06| 11 50% 1000 0 1000 0 1000
5 Hawaii % Hawaii rs-ma I5-ve 29-nov.-0b 20000 18-déc.-06] 10 15% 3000 0 1200 1800 3000
6 Hawraii ¥ Hawaii rg-? rg-or 30-nav.-06 25000 18-déc.-06| 10 6% 4000 0 1000 3000 4000
1+2+3+4 Hawraii x Hawaii rs-or rs-bl 13-janv.-07 100000 31-jan.-07 8 22% 21600 0 1500 20100 21600
5 Hawaii % Hawaii or-rs or-hl 13-jany.-07 25000 3-jarw-07] 8 2% G600 0 500 i} 600
6+7 Hawali 1 Haweail a-rs -y 15-janv.-07 34000 3-jan-07 =] 17% 5800 1] 1500 4300 5800
10 Hawraii x Hawaii bl-rs or-bl 19-janv.-07 15000 09-féyr-07| 12 4% 600 0 600 0 600
16 Hawaii 3 Hawaii bl-rs r5-0r 20-janv.-07 20000 09-féwr-07] 11 20% 4075 [i] 1500 2575 4075
45 MNew-Cal x Hawail A bu-rs S-nov.-06 10000 30-nov.-06] 12 48% 4800 0 0 4800 4800
46 MNewe-Cal ¥ Hawaii X I5-1a; oF-ts 11-nov.-06 10000 30-now-06[ 11 G81% 5100 u] u] 5100 8100
47 New-Cal x Hawaii b rg-or 11-nov.-06 15000 30-nov-06[ 11 23% 3500 0 i} 3500 3500
53 MNew-Cal x Hawaii X or-ja 13-nov.-06 15000 04-déc.-06[ 11 10% 1500 0 i} 1500 1500
54 Mew-Cal x Hawaii X rg-ar 13-nov.-06 15000 04-déc.-06[ 11 5% 800 0 1] 800 800
56 Mew-Cal x Hawaii * ro-or 14-nov.-06 15000 04-déc.-06[ 11 45% B700 0 1] B700 6700
49-->26 MNew-Cal x Hawail A 1s-bc 12-nov.-06 15000 30-nov.-06 g 100% 15000 0 0 15000 15000
50527 Mew-Cal x Hawaii X or-bu 12-nov.-06 15000 30-nov-06) 9 97 % 14500 0 [i] 14500 14500
5128 Haweaii % New-Cal ja-bc X 12-nov.-06 17000 30-nov-06| 10 B9% 11800 0 i} 11800 11800
48 Hawaii x New-Cal rg-rs b 12-nov.-06 10000 30-nov-06[ 9 BB % BEOD 0 0 BEO0 G600
52 Haweaii % New-Cal or-? X 13-nov.-06 15000 04-déc.-06| 12 21% 3100 0 1] 3100 3100
95 Hawrail 1 Mew-Cal rs-ma A 13-nov.-06 15000 04-déc.06) 11 32% 4800 0 0 4800 4800
31+ 30 Haweaii x New-Cal FiErs X 20-nov.-06 30000 O07-déc.-06 9 85% 26500 0 0 26500 26500
17 Mew-cal x New-Cal 3 femelles x 3 méles 10-nov.-06 30000 30-nov.-06] 12 20% 5300 o 0 5300 2900
18 Mew-cal x New-Cal 3 femelles x 3 méles 11-nov.-06 30000 30-nov.-06[ 11 5% 2500 0 0 2500 2500
19 Wew-cal x New-Cal 1 fernelle x 1 méle 12-nov.-06 30000 30-nov-06| 10 14% 4100 0 0 4100 4100
20 Mew-cal x New-Cal 2 fernelles x 2 méles 13-nov.-06 30000 04-déc.-06[ 11 5% 1550 0 i} 1550 1550
21 Mew-cal ¥ New-Cal 1 femelle x 1 méle 14-noyv.-06 30000 04-déc.-06[ 11 19% 5700 [i] 0 5700 5700
22 Wew-cal x New-Cal 2 fermelles x 2 miles 14-nov.-06 30000 04-déc.-06) 11 10% 3000 0 0 3000 3000
23 Mew-cal x New-Cal 1 femelle x 1 méle 15-nov.-06 30000 04-déc.-06| 10 12% 3700 0 i} 3700 3700
3 Mew-cal x New-Cal 4 femelles x 4 méles 16-nov.-06 150000 07-déc.-06) 12 19% 28000 o 0 5200 5200
[ Mew-cal x New-Cal 3 fernelles x 3 méles 17-nov.-06 250000 07-déc.-06] 12 56 % 140000 0 0 5200 5200
TOTAL Hawaii x Hawaii 7-dec.06 365000] 26-déc.06] 11 16% 59235 0 15060 44175 59235|
TOTAL New-Cal x Hawaii 11-nov. 06 110000 01-déc.06| 11 50% 54900 0 0 54900 54900
TOTAL Hawaii x New-Cal 14-nov.06 #7000/ 03-déc.06| 10 61% 52800 [} 0 52800 52800
TOTAL New-cal x New-Cal 13-nov.06 610000] 03-déec.06] 11 32% 194450 0 0 36850 36850]
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(suite annexe 4)

nurseries familliales nurseries collectives
Marnbre Nombre Nombre de
Nl nombre PL | juvéniles K . ) nh total o juvéniles non R NOMBRE TOTAL
hac . i . M*hac Date péche survie . Mo fuvéniles . bassins
N° bac Elevage larvaire TYPE nurserie | °/ooEMCES | MArGuUES I3 S I S nurserie nurserie dge PL nurserie juvéniles non Marqués Marques o cemencés par RUVENICES
o en nursetie |ensemencé nurserie collective ) . non marqués " ensemencés | . . . ENSEMENCES
familiale tamiliale < en collective collective collective péchés Jetés on bassins juvéniles non
bassins terre marques
33 Hawaii x Hawaii 501 360 B0 1]
34 + 35 Hawaii % Hawaii 503 1100 21 1500 .
36+37 Flawait x Hawai 505 000 19 1400 s ADERATE & £ T T
38 Haweaii x Hawaii 507 1100 431 i}
39 Hawaii ¥ Hawaii 509 1000 269 4000 p o
10 Fawail » Hawai 511 I = =0 =W B || AvdEeds & 95 e i 2
1 Hawaii 3 Hawaii 504 100 20 o]
] Hawaii % Hawaii 506 500 200 1] 13616
4 Haweaii x Hawaii 508 1000 242 i}
5 Hawaii ¥ Hawaii 510 1200 222 1800 p o
3 Favwan 5 Fawar 512 Tha 5o =00 4300 £13 20-déc 0B 12 101% 4850 4850
1+2+3+4 Hawaii % Hawaii 1606 1500 20100 20100 1610k
] Hawaii % Hawaii 1604h G600 1]
6+7 Haweaii x Hawaii 1602h 1500 4300 4300  1608b
10 Hawaii x Hawaii 1605h 600 o]
16 Hawail % Hawail 1607 1500 257E 25751 1609b
45 Mew-Cal ¥ Hawaii - - - 3500
16 Wew-Cal % Hawaii - - - 7000 14000 1604 18-déc.-08 29 £8% B150 8150
47 Mew-Cal x Hawaii 3500
33 Mew-Cal x Hawaii - - - 1500
54 Mew-Cal % Hawaii - - - 800 4000 1607 18-déc -08 24 79% &0 B450 13
36 Mew-Cal x Hawaii (I
) ) ) ) £000 5000 1609 18-déc.-08 24 BB % 3300 3300
4926 Mew-Cal x Hawaii 7500 a
50 527 Mew-Cal x Hawah - - . 75e0 14750 1606 18-déc -06 er BT % 9840 9540 Ge0a0
wde e 7 e LAl o R : : : LAEY ) i) e 6% = e 4
51-->28 Hawaii » Mew-Cal =W
T Hawa 7 New-Cal - - - 5500 13200 1608 21-déc-06 il EB% 2000 9000
= e e - - - e 3100 1611 21-déc 05 = 4% 1350 1360 !
31+ 30 Hawaii % Mew-Cal 2B500 2E500 1612 21-déc -06 23 4% 22200 12550 9650
reste 52+55 Hawail » Mew-Cal - - = 4300 4300 1613 18-déc 06 25 E3% 3000 3000 03
17 CCsel x CCsel - - - 5900
18 CCsel x CCsel - - - 2500 12500 1602 19-déc.-0B 31 49% 6166 1] G166
19 CCsel x CCsel - - - 4100
20 CCsel x CCsel - - - 1550
o R : : : oo 13960[1601 & 1603 | 19-déc -0 ® £9% 8240 0 8240 ! HE
23 CCsel x CCseal - - - 3700
: fozmnt oo : : : o 10400) 1605 19-déc -0 24 B5% 6720 L 6720
TOTAL Hawaii x Hawaii 15060 2466 44175 44175 20-déc| 24 25% 11150 [1] 11150 2 13616]
$gﬁt ::xac"‘;’;‘:;“&‘a': g g g;ggg 1067700 19 dec 7 70, 75240 13550 66040 1 esoml
TOTAL New-cal x New-Cal 0 [0 36850 36850 19-déc 27 57% 21126 [1] 21126 1 21126)
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