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-Une étude préalable à la mise en route, dans le cadre du RNO, d'un programme 

de surveillance des effets biologiques a été menée en recherchant l'effet de 

la présence d'eau ou de sédiment côtier de la baie de S.eine sur le dévelop

pement embryonnaire de la moule et de l'huître creuse. Les résultats montrent 

que ce test est très intéressant à propos.er dans le cadre d'une surveillance 

biologique, après mise au point spécifique du protocole expérimental pour le 
' 
suivi du sédiment. -
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INTRODUCTION. 

La. mise en place, au sein du RNO, d'une surveillance des effets de 
contaminants sur les organismes marins, répond à un besoin exprimé au plan 
international par le Groupe Conjoint de ContrÔle et Surveillance Continus 
( GCCSC) des Conventions d'Oslo et Paris, par les groupes de travail "Effets 
biologiques" de la Commission Océanographique Internationale (COI/UNESCO) 
ainsi que par le Conseil International pour 1 'Exploration de la Mer (CIEM). 
Mais les méthodes possibles de détection de l'impact biologique d'une 
pollution sont multiples, allant du subcellulaire à la communauté. Par 
ailleurs, il existe de nombreux tests pour évaluer la toxicité de produits 
dont certains déjà normalisés (AFNOR), mais ils ne sont pas applicables au 
milieu lui-même. 

Plusieurs programmes de recherche ont ete initiés à l'IFREMER pour 
cette surveillance biologique. Ils ont pour objectif de comparer la qualité 
biologique de l'eau d'une zone reconnue comme étant polluée, la baie de 
Seine, à celle d'une zone reconnue non polluée, choisie dans la région 
"Ouest-Bretagne", ceci en tentant de mettre en évidence un effet des 
polluants sur les organismes marins. 

Le but de notre étude est de tester la faisabilité d'une technique 
rapide et facilement réalis.able, pour la mise en place d'une surveillance 
des effets biologiques de la qualité de l'eau. La moule (Mytilus edulis) et 
l'huÎtre creuse (Crassostrea gigas) ont été choisies en raison de leur 
intérêt économique et leur tres large répartition géographique. De noml:)reux 
auteurs (cf. annexe 1) utilisent ces espèces dans le cadre d'études de 
toxicité. 

La phase du développement embryonnaire a été retenue en raison de 
sa très grande sensibilité à la qualité du milieu et particulièrement chez 
l'huÎtre creuse (WOELKE, 1972 ; MARTIN et al., 1981). Pendant cette 
période, 1' oeuf--fécondé se transforme en larv"'ë'iD", première étape de la 
vie larvaire .• La durée de cette phase a l'avantage d'être courte (48 h chez 
la moule et 24 h chez l'huÎtre creuse), ce qui permet l'obtention d'une 
réponse rapide--aux altérations du milieu testé. Les embryons ne nécessitant 
aucun apport de nourri ture avant d'atteindre le stade larve "D", seule la 
qualité de 1 1 eau-peut être responsable des effets observés. 



1. MATERIEl. ET METHODES. 

1.1. Prélèvements en baie de Seine. 

1.1.1. Lieux et dates. 

Le secteur de Honfleur et Villerville a été choisi, car cette zone 
est reconnue comme fortement contaminée par les apports de la Seine e.t les 
dépÔts de dragages portuaires, tout en restant sous une influence marine 
(figure 1). 
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Figure 1 : Situation des stations de prélèvement d'eau et sédiment 
Honfleur et Villerville. 

Une pr~miere sortie, le 25 mai 1988, a permis de reconnaître les 
lieux et de prelever les échantillons d'eau et de sédiment ~ basse mer ~ 
proximité du radar de Honfleur. 

Le 11 juillet, une seconde sortie de prelevements d'eau a été 
réalisée ~ Honfleur (basse mer) et ~Villerville (pleine mer, mi-marée et 
basse mer). 

1.1.2. Modes de prélèvement et de conservation. 

L'eau de mer est filtrée sur une soie de 200 !J.m de vide de maille 
afin d'éliminer les "macro-déchets", et recueillie dans des flacons de 
verre propres d'un volume de un ~ deux litres. Le sédiment est prélevé~ 
l'aide de boÎtes de pétri stériles (diamètre 8.7 cm) afin de ne prendre que 
la partie superficielle (1 cm) susceptible d'être remise en suspension dans 
le milieu au moment de la pleine mer, libérant ainsi une partie des 
"polluants" piégés par les particules de vase. 



Une fois réalisés, tous les échantillons sont ramenés au labora
toire et conserves au congélateur pour leur u.tilisation ultérieure. 

1.2. Les. bivalves. 

1 • 2 .1. Origine des géniteurs (annexe 2) • 

Il est possible de, trouver des moules naturel~ement matures. depuis 
la fin de l'hiver jusqu'a 1 'automne ; pour les hu1 tres la période de 
maturité naturelle est estivale et plus courte (LE FENNEC~ 1978). 
Cependant, il est facile de se procurer des géniteurs prê.ts à pondre auprès 
des écloseries pendant presque toute l'année. 

Pour 1 'expérience du 30 juin, les moules proviennent de Morgat en 
baie de Douarnenez. Les test~ du 07 juillet ont été réalisés avec des 
huÎtres fournies par l'écloserie du Centre IFREMER de La Tremblade ; celles 
du 21 juillet sont issues du bassin d'Arcachon. 

1.2.2. Maintenance des géniteurs. 

Afin de pouvoir .réaliser les tests dans les conditions optimales, 
il s'avère souvent nécessaire de mainten.ir les géniteurs matures un ou deux 
jours en stabulation. Cette maintenance s'effectue dans une salle 
thermostatée à la température de 18 à 20°C pour les moules et de 20 à 22°C 
pour les huÎtres. 
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La figurez pr~sente. le ach~ma de l'unit~ de maintenance 
fonctionnant au laboratoire. L'eau de mer fournie par la station de pompage 
est fi 1 tr~e à 10 11m puis recueillie dans un bac "tampon" assurant la 
thermorégulation. Les géniteurs au nombre de 15 à 20 par ba.c de 20 litres, 
sont aliment~.s par un système de goutte à goutte fournissant cinq à dix 
!itres de culture ~'algues phytoplanctoniq~es par,jour. 6Cette culture peut 
etre mono ou plurispecifique et d'une densite de 2 a 5.10 cellules par 
litre. Les espèces utilis~es le plus couramment sont : Skeletonema 
costatum, Tetraselmis suecica, Isochrysis galbana, Pavlova ~eri et 
Chaetoceros calcitrans. · 

1.2.3. Induction de la ponte. 

La méthode utilisée d~rive des techniques de culture de15 larves de 
bivalves d~crites pas LOOSANOFF et DAVIS (1963) et HIS et ROBERT (1986). 

Les g~niteurs sont d~barrass~s de leur ~pifaune et brossés ~nergi
quement. Ils sont en.sui te mis à d~gorger dans de l'eau propre (eau témoin} 
fil trée à 1 11m sur filtre industriel : un à deux bains d'une demi-heure 
suffisent. L'induction de la ponte est a].ors provoqu~e par chocs thermiques 
et stimulation chimique (ajout d'une suspension de gamètes d'animaux 
sacrifiés). Quand le processus de ponte est engag~, chaque g~niteur est 
isolé dans un bécher contenant.! litre d'eau témoin filtrée à 0.2 11m. Après 
passage sur un tamis st~rile de lOO 11m de vide de maille pour retenir les 
débris, les ovocytes sont recueillis sur un tamis stérile de 32 11m. 

La technique de scarificatio·n des gonades peut être appliquée 
lorsque les animaux n'émettent pas leurl5 produits génitaux spontanément. 
Cependant, cela peut entraÎner des artéfacts dus à la présence de gamètes 
non mÛres et il est nécessaire d'en tenir compte lors de l'examen des 
résultats. 

1. 3. Caractéristiques d'es expériences. 

1.3.1. L'eau de mer. 

L'eau employ~e dans les élevages témoins provient de l' écloserie 
du Centre IFREMER d'Argenton, où sa qualité est reconnue excellente toute 
l'année. 

Trois types de milieux ont été testés 
-en ajoutant à l'eau témoin un pourcentage croissant de l'eau 

provenant de la Seine {salinité (3% o ). 

en réalisant des élevages directement dans l'eau prélevée à 
Villerville. 
en ajoutant à l'eau témoin un pourcentage croissant d'eau dans 
laquelle du sédiment a été remis en suspension. Pour cela : 
100 g de sédiment, récoltés à basse-mer à Honfleur, sont remis 
en suspension dans un litre d'eau t~moin pendant une heure ; le 
surnageant est ensuite pr~levé, filtré et incorporé au milieu 
d'élevage. Ceci de façon à obtenir des solutions correspondant à 
une remise en suspension de 5 à 100 g de sédiment par litre. 

Dans tous les cas, la salinité de l'eau est ramenée à 30% o • Les 
milieux testés sont filtrés sur membrane de 0.2 11m de vide de maille, à 
l'exception de l'eau où a été remis en suspension le sédiment filtrée, 
elle,. sur membrane de 0.45 !J.m. 



1.3.2. Les élevages. 

Une fois recueillis, les ovocytes sont comptés et répartis à 
raison de 30 000/1 dans des béchers stériles contenant 30 ml de milieu à 
tester. 

La fécondation est réalisée dans la demi-heure qui suit l'émission 
des gamètes (1. 5 cc de sperme/1 d'élevage) et directement dans l'eau à 
tester, certains altéragènes pouvant avoir une action directe sur les 
gamètes (HIS et ROBERt, 1980). Un seul couple de géniteurs est utilisé pour 
éviter l'intervention de facteurs génétiques. 

Les élevages sont maintenus à l'obscurité et sans bullage : 
pendant 48 h à la température de 20 + l°C pour les moules, et durant 24 h à 
24 + 1° C pour les huÎtres creuses. -A la fin de l'incubation, les .élevages 
sont observés immédiatement ou formolés (8 à 10 %) pour un examen 
ultérieur. 

1.3.3. Examen pratique des larves. 

Quatre catégories ont été prises en compte : les larves mortes, 
les trocophores aberrantes, les larves "D" anormales et les larves "D" 
normales. Une larve "D" normale étant définie comme une larve ayant une 
coquille en forme de D aux bords réguliers, pouvant contenir la totalité 
des organes à la fermeture des valves. 

Pour chaque élevage, les comptages sont effectués sur 200 à 400 
larves, un pourcentage du taux de larves anormales est alors établi. Les 
anomalies observées peuvent être dues au milieu testé ou à la qualité des 
produits génitaux. Les résultats sont donc exprimés en pourcentage net 
d'obtention de larves anormales. Un fort pourcentage indiquant une piètre 
qualité du milieu. 

% net larves anormales 

2. RESULTATS. 
, 

% larves anormales du test - % larves anormales du t~moin x 100 
100 - % de larves anormales du temoin 

2.1. Effet de la presence d'eau de la baie de Seine. 

2.1.1. Eau de mer de Villerville. 

La série de tests réalisée (le 21 juillet) avec l'eau prélevée à 
Villerville à trois moments de la marée n'a pu être exploitée. Les 
résultats obtenus sont aberrants et peu fiables en raison d'un problème lié 
à la filtration de l'eau de culture. 

2.1.2. Milieu contenant de l'eau de la Seine. 

Dans cette expérience, un milieu contenant 2.5 à 20% d'eau de la 
Seine a été testé sur le déve;oppemen~ embryonnaire de Crassostrea gigas. 

Le taux de mortalite observe est nul, mais l'on observe (figure 3) 
que le pourcentage de larves anormales dépasse 30% dès qu'il y a plus de 
7.5 % d'eau provenant de la Seine dans le milieu. Les résultats correspon
dent à la moyenne des comptages réalisés sur deux à quatre répliquats. 
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Figure 3 Pourcentage net de larves "D" anormales chez Crassostrea gigas 
en fonction du pourcentage d'eau de la Seine present dans le 
milieu d'élevage. 

2.2. Effet de la présence de sédiment. 

La figure 4 présente les résultats obtenus au cours du 
développement embryonnaire de la moule (48 h) et de l'huÎtre creuse (24 h). 
La réponse est tout à fait semblable pour les deux organismes ; en effet, 
dès que 1 'eau d'élevage correspond à une remise en suspension de 30 à 40 g 
de sédiment par litre, le taux de larves anormales se situe aux environs de 
50 %. Au-dessus de 50 g de sédiment/1, ce taux d'anomalie dépasse 80 %. Du 
fait de la durée du développement embryonnaire, deux fois plus longue chez 
la moule, il apparaît que l'huÎtre creuse a une sensibilité double de la 
moule ; ce qui corrobore les résultats de WOELKE (1972) et MARTIN et al. 
(1981) pour le zinc et le plomb. 

2.3. Conclusions. 

Les résultats de cette étude préliminaire montre que pour la 
surveillance de la qualité du milieu marin il est tout à fait possible 
d'utiliser le test proposé. Car une larve anormale au stade larve "D" a peu 
de chance d'atteindre le stade juvénile, et un taux élevé d'anomalie 
signifie que la population concernée aura un moins bon recrutement. 

3. CONCLUSION. 

La mise ~n oeuvre d'un tel test ne demande pas d'investissements 
trop importants, si ce n'est une eau de mer témoin de bonne qualité, et 
pourrait être réalisé en surveillance de routine comme le proposent WOELKE 
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Figure 4 Pourcentage net de larves "D" anormales en fonction de la 
quantité de sédiment remis en suspension dans le milieu 
d'élevage. 



(1972) et THAIN et WATTS {1~87). Si Crassostrea gigas est ... très sensi~le et 
permet l'obtention d '.une reponse rapide, elle ne peut etrè employee que 
comme "indicateur" de la qualité du milieu (MARTIN et al., 1981). En effet, 
la moule et le crabe (Cancer magister) montrent une sensibilité de deux à 
dix fois supérieure pour certains metaux (MARTIN et al., 1981). Il serait 
donc judicieux de disposer d'une panoplie d'espèces animales permettant de 
détecter le plus grand nombre de "polluants". 

Par ailleurs, si la surveillance de la qualité du milieu ou des 
rejets semble primordiale, i 1 paraît indispensable d'y inclure la 
surveillance de la qualité du sédimentJ. piège de toutes les "toxines" 
contenues dans 1 'eau et susceptibles d' etre remises en suspension dans le 
milieu. Ce compartiment (sédiment) est couramment suivi dans des études de 
" t o x i c o 1 og i e " d es eau x douce s ( V AN DE GU CH TE e t a 1. , 1 9 8 8 ) ; s a 
contamination et décontamination peuvent être suivies par des élevages 
(CHAPMAN et MORGAN, 1983). 

Si le test sur le développement embryonnaire permet l'obtention 
rapide d'une indication sur la qualité du milieu, des précisions peuvent 
être obtenues en suivant le taux de croissance larvaire des bivalves et 
celui de la multiplication cellulaire des algues fourrage (HIS et ROBERT, 
1986 ; ROBERT et al., 1986). 
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A N N E X E 2 

Date et type des bio-essais. 
BM basse mer ; mM : mi-marée ; PM : pleine mer 

Date 30.06 07.07 21.07 

!HONFLEUR !sédiment Moules HuÎtres HuÎtres 
1 

1 leau BM HuÎtres 

!VILLERVILLE leau BM HuÎtres 
1 
1 leau mM 1 HuÎtres 
1 

1 leau PM 1 HuÎtres 1 
1 Provenance !La 1 1 
1 des géniteurs Morgat !Tremblade! Arcachon! 




