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~Uhe etude prealable a 1a mise en route, dans le cadre du RNO, d‘unvprogrammeV'
de survelllance des effets blologlques~afeteVmenee en recherchant»l'effet de"
1a'pré3ence d'eau ou de‘sédimentVCGEier‘de 1a baie‘de Seine 3ur71e'déveldp-
pement embryonnalre de la moule et de 1'huitre creuse. Les résultats. montrendi
”‘lque ce test est tres 1nteressant a proposer dans le . cadre d'une surveillance
f blologlque, ‘apreés mlse au. point spec1f1que du protocole experlmental pour. le

su1v1 du sédiment. -

Mots-cles . Survelllance blologlque.’Bale de Selne.fDeveloppement embryonnal-

Te. Moule. Hultre creuse.
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f‘*INTRODUCTiON.:}.~7~“V

; La mise en place au se1n du RNO, d'une survelllance des effets de -
contamlnants sur les: ‘organismes marins, repond a un be501n exprlme au plan'a

, 1nternat10nal par le Groupe Con301nt de Controle et Surveillance' Continus -
(GCCSC) des Conventions d'Oslo et Paris, par les groupes de travail "Effets -

nblologlques" de la Commission Oceanographlque Internationale (COI/UNESCQ) .
“ainsi que par le Conseil International pour l'Exploratlon de la Mer (CIEM).
- Mais les methodes p0531b1es de détection de l'1mpact blologlque d'une,
" pollution sont multlples allant du subcellulaire a la communaute. Par

“,allleurs il exlste de. nombreux ‘tests pour évaluer la toxicite de produltsk‘:

~ dont’ certalns déja normallses (AFNOR) mais ils ne sont pas appllcables au
milieu. lu1—meme. . ST , ' o

P1u31eurs programmes de. recherche ont été initiés a l'IFREMER pour
 cette surveillance blologlque.;Ils ont pour ObJeCtlf de comparer la qualite
~blolog1que de 1l'eau d'une 2zone reconnue comme etant polluee la bale de
_Seine, a celle d'une zone reconnue non. polluee choisie dans la reg10n~

"Ouest- -Bretagne", ceci en tentant de- mettre en ev1dence un- effet des‘?‘

polluants sur les organlsmes marins.

‘Le but ‘de notre etude est de tester la falsablllte d'une technlque:x',a

raplde et facllement reallsable, pour la mise en place d'une surveillance

~ des effets blologlques de la quallte de l'eau. La moule (Mytllus edulis) et

l'hultre creuse (Crassostrea gigas) ont ete ch01s1es en raison de leur
interet economlque et leur tres large repartltlon geographlque. De nombreux
auteurs (cf. annexe 1) utilisent ces especes dans le cadre d'études de
tox101te. ,

La phase du developpement embryonnalre a ete retenue en raison de
sa tres grande sensibilité a la qualité du milieu et partlcullerement chez
l'hultre creuse (WOELKE, 1972 ; MARTIN et gl_‘ 1981). Pendant cette
, perlode l'oeuf“feconde se transforme en larve "D”, premiere étape de la

‘vie larvaire. La duree de cette phase a l'avantage d'etre courte (48 h chez
la moule et 24 h chez 1'hultre creuse), ce qui permet 1l'obtention d'une

‘ reponse rapide aux alterations du milieu teste. Les embryons ne necess1tantc<'

aucun apport de nourrlture avant d'attelndre le stade larve '"D", seule la
quallte de l'eau peut etre responsable des effets observes. :



MATERIEL ET METHODES

l l Prelevements en’ bale de Selne.

l.l.l. LieuX~et dates.

Le secteur -de Honfleur et V111erv1lle a ete ch0131 car cette zone
est reconnue comme fortement contaminee par les apports de la Seine et les
depots de dragages portualres tout en restant sous une 1nf1uence marlne,
‘,(flgure 1) : : :
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Figure 1: Sltuatlon des statlons de prelevement d'eau et sedlment
- ‘ Honfleur et Villerville.

Une premlere sortle le 25 mai 1988 a permls de reconnaltre les(
lieux: et de prelever les . echantlllons d'eau et de sedlment a basse mer a .
prox1m1te du radar de Honfleur.

’ Le 11 Julllet une seconde sortle de prelevements d'eau a etek
realisée a Honfleur (basse mer) et a Villerville (plelne mer, ‘mi-maree et
basse mer). ~

k 1.1;2.‘Modes'de prélevement et de conservation.

L'eau de mer est flltree ‘sur une scie de 200 um de vide de maille
afln d'eliminer les "macro- dechets" et recuelllle dans des flacons de
' verre propres d'un volume de un a deux litres. Le: sediment est preleve a
. 1'aide de boltes de petri steriles (diametre 8.7 cm) afin de ne prendre que
la partie superf1c1elle (1 cm) susceptible d'etre remise en SUSpen51on ‘dans
le milieu au, moment de la pleine mer, llberant ainsi une partie des
',"polluants" pleges par les partlcules de vase.,




Une f015 reallses tous 1es echantlllons ‘sont ramenes au 1abora-f"“;‘
“~t01re et’ conserves au . congelateur pour leur utlllsatlon ulterleure.

4, 1’2. Lesﬁblvalves; 

‘1;2;1;,0rigihe deSugéniteurs (annexe 2).

, ; Il est poss1b1e de trouver des moules naturellement matures depuls'
‘la fin de l1'hiver jusqu'a l'automne ; pour les hultres la perlode de
"maturlte naturelle est estivale et plus courte (LE PENNEC 1978),
‘ Cependant il est fac11e de se ‘procurer des- genlteurs prets a pondre aupresi
~‘des ecloserles pendant presque toute l'annee. : , ~

Pour l'experlence du 30 Juln les moules prov1ennent de Morgat en

bale de Douarnenez. Les tests du 07 juillet ont éte réaliseés avec des
hultres fournies par ‘1'ecloserie du Centre IFREMER de La Tremblade ;'cellesf

'_du 21 Julllet sont 1ssues du bass1n d'Arcachon.

:1.2;2; Maintenance~des‘geniteurs;

, Af1n de pouv01r reallser les tests dans les condltlons optlmales,
'«11 s avere souvent. necessaire de maintenir les genlteurs matures un ou deux
jours en stabulatlon. ‘Cette malntenance s'effectue dans une- salle

thermostatee a la temperature de .18 a 20 C pour les moules et de 20 a 22°C
. pour les. hultres. : , ~

— ‘Sallefﬂ;themesfa tée a 10°c
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Figure 2 : Schema de l'unlte de maintenance des genlteurs en c1rcu1t ouvert
‘ -~ EM : arrlvee d'eau de mer. '
EV : evacuatlon du trop plein.
SFC : systeme de filtration "CUNO" 10 pm.
R : entonnoir de rempllssage.~
A arrlvee d'air,



La flgure 2. presente le: schema de l unlte de malntenancefffm gfﬂ

”fonctlonnant au laboratoire. L'eau de mer fournle par la statlon de- pompaget
" est filtree a 10 pm puls recuelllle dans un- bac "tampon" assurant la .
: thermoregulatlon. Les. genlteurs au nombre de 15 a 20 par bac de 20 lltres

" sont alimentes par -un systeme de goutte a ‘goutte fournlssant cing a dle;,

lltres de culture d'algues phytoplanctonlques par_ Jour, .Cette c¢ulture peut

etre mono ou plur1spec1f1que et d'une densite de 2 a 5,10 cellules par“*" -

litre. Les especes utlllsees 1e,pluskcouramment sont,: Skeletonema

costatum, Tetraselmis sue01ca Isotthsis‘galpana,7Pavlova lutheriiet':p'/

Chaetoceros ca101trans.

1 2 3 Inductlon de 1a ponte. -

La methode utlllsee dérive des technlques de culture des larves den‘e'

bivalves decrites pas 'LOOSANOFF et DAVIS (1963) et HIS et ROBERT (1986)

Les genlteurs sont debarrasses de 1eur eplfaune et brosses energ1—~‘

quement. Ils sont ‘ensuite mis a degorger dans de l'eau propre (eau témoin)

‘flltree a 1 pum sur filtre 1ndustr1el .‘un a" deux balns d'une deml—heurejt'

"suffisent. L'induction de la ponte est alors. prov0quee par chocs thermiques
et stimulation chlmlque (aJout d'une suspen51on de gametes d'animaux:

k"fsacrlfles) Quand le processus de ponte est engage chaque genlteur est
~1sole dans un becher contenant 1 lltre d'eau tem01n filtree a 0.2 um, Apres{wa
passage sur un tamls stéerile de 100 um de vide de mallle pour retenlr les

debrls les ovocytes sont recuelllls sur un tamls sterlle ‘de 32 um.

~La technlque de scarlflcatlon des gonades peut etre appllqueefyk,ﬁiw

1oquue ‘les animaux n' emettent pas leurs produ1ts genltaux spontanement.~

Cependant, cela. peut entralner des artefacts dus a la presence de gametes B

non mures et 11 est necessalre d en tenir compte lors de l'examen des
resultats.

~1.3.,CaracteristiQuesVdes expériences;

1.3.1. L'eau de mer.

: - L'eau employee dans les elevages tem01ns prov1ent de l'ecloserle‘
du Centre IFREMER d'Argenton ou sa quallte est reconnue excellente toute:
lamm& :

-~ Trois types: de m111eux ont eté testes :
. - en ajoutant a l'eau. tem01n un pourcentage cr01ssant de l'eau

;provenant de la Selne (sa11n1te (3% s ). ,

- en realisant: des elevages dlrectement dans l'eau prelevee a
Villerville. ‘

- en ajoutant a l'eau tem01n un pourcentage croissant d'eau dans
laquelle du sédiment a eté remis en suspension. Pour cela
100 g de sediment, récoltés a basse-mer a Honfleur, sont remis
en suspension dans un litre d'eau tem01n pendant une heure ; le
surnageant est ensuite. preleve flltre et 1ncorpore au m111eu
d‘elevage. Ceci de fagon a obtenir des solutions correspondant a
une remise en suspension de 5 a 100 g de sedlment par litre. ‘

~ Dans’ tous les cas, la sallnlte de l'eau est ramenee a 30 % o . Les
milieux testes sont flltres sur membrane de 0.2 pm de vide de maille," a
l’exceptlon de l'eau ou a eté remis en suspension le. sediment flltree,p
elle sur membrane de 0.45 pm. ~ :



1.3.2; Les éleVageS.

oy T

, Une f01s recue1llls les ovocytes 'sont comptes et repartls
raison de- 30 000/1 dans des bechers sterlles contenant 30 ml de m111eu a’
tester. ‘ : L
- La fecondatlon est reallsee dans la deml—heure qui. su1t l'em1551onV

des gametes (1.5 cc de sperme/l d'élevage) et directement dans l'eau a
tester, certains alteragenes pouvant avoir une action directe sur les
gametes (HIS et ROBERT, 1980). Un seul couple de genlteurs est utilise pour
~ev1ter 1! 1ntervent10n de facteurs genethues. : S

Les elevages sont malntenus a l'obscurlte et sans’ bullage;: .
pendant 48 h a la temperature de 20 + 1°c pour les moules, et durant 24 h a
24 + 1°C pour les hultres creuses. "A la fin de 1'1ncubat10n les. elevages
'sont observes 1mmed1atement ou formoles (8 a 10 %) pour un examen .
ulterleur. : : , :

1.3;3.,Exameh pratique des larves.

‘Quatre categories ont été prises en compte : les larves mortes,

- les trocophores aberrantes, les larves "D" anormales et les larves "D"
:normales. Une larve "D" normale etant deflnle comme une larve ayant une
coqullle en forme de D aux bords regullers pouvant contenir la totallte;
des organes a la fermeture des valves.

Pour chaque elevage, les comptages sont effectues sur 200 a 400
‘larves, un pourcentage du - taux de larves anormales est alors etabll. Les
"fanomalles observees peuvent etre. dues au milieu: teste ou a la quallte ‘des.
produits genltaux. Les resultats sont donc exprlmes en pourcentage net
d'obtentlon de larves anormales.,Un fort pourcentage -indiquant une: pletre
qualite du m111eu. ‘

% larves anormales du teét - % larves -anormales du temoin
100 - % de larves anormales du temoln

% net larves anormales = x 100

2. RESULTATS.

2.1. Effet de la présence d'eau’dekla baie de Seine.

2.1.1. Eau_de mer de.Villerville-

La serle de tests réalisee (le 21 Julllet) avec l'eau prelevee a
V111erv111e a trois moments de la maree n'a pu etre exp101tee. Les‘
resultats obtenus sont aberrants et peu fiables en ralson -d'un probleme lie
a la flltratlon de l'eau de culture.

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

Dans cette experlence un m111eu contenant 2.5a 20 % d'eau de la
Seine a ete teste sur le developpement embryonnaire de Crassostrea gigas.

. Le taux de mortalite observe est nul, mais l'on observe (figure 3)
~ que le pourcentage de larves anormales depasse 30 % des qu'il y a plus de
7.5 %.d'eau provenant de la Seine dans le milieu. Les résultats correspon-
dent a la moyenne des comptages realises sur deux a quatre repliquats. '
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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'elevage.

- 2.2. Effet de la présence de sédiment.

, La figure 4 présente les résultats obtenus au cours du

, developpement embryonnaire de la moule (48 h) et de 1'hultre creuse (24 h).
La reponse est tout a fait semblable pour les deux organismes ; en effet ;
des que l'eau d'elevage correspond a une remise en suspension de 30 a 40 g
de sédiment par litre, le taux de larves anormales se situe aux environs de
50 %. Au-dessus de 50 g de sediment/1, ce taux d'anomalie dépasse 80 %. Du
fait de la duree du developpement embryonnalre deux fois plus longue chez
- la moule, il apparalt que l'hultre 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; Conclu51ons.

Les resultats de cette etude prellmlnalre montre que pour la
surveillance de la quallte du milieu marin il est tout a fait possible
d'utiliser le. test propose. Car une larve anormale au stade larve "D" a peu
de chance d'atteindre le stade_ juvenile, et un taux éleve d'anomalie
51gn1f1e que la populatlon concernée aura un m01ns bon recrutement

- 3. CONCLUSION.,

- La mise en oeuvre d'un tel test ne demande pas d'investissements
_trop 1mportants si ce n'est une eau de mer temoin de bonne quallte et
‘pourralt etre realise en survelllance de routine comme le proposent WOELKE
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Figure 4 : Pourcentage net de larves "D" anormales en fonctlon de lak
quantlte de sedlment remis ‘en suspen31on dans le m111eu
d'elevage , :



(1972) et THAIN et WATTS (1987) Si Crassostrea 1gas est trés sen51ble et
permet l'obtention d'une reponse rapide, elle ne peut etre employee que

 comme "indicateur" de la qualité du milieu (MARTIN et al., 1981). En effet,

la moule et le crabe (Cancer maglster) montrent une sen31b111te de deux a

.dix fois superleure pour. certalns ‘metaux (MARTIN et al., 1981). Il serait

; ) donce . 3ud1c1eux de disposer d'une panoplie d'especes anlmales permettant ‘de
‘ detecter le plus grand nombre de "polluants" :

‘ Par allleurs 51 la survelllance de la qualite du m111eu ou des
, reJets semble prlmordlale il paralt 1ndlspensable d'y 1nclure la
'ksurvelllance de la qualite du seédiment, plege de toutes les "tox1nes" ,
‘contenues dans l'eau et susceptlbles d'etre remises en. su5pensmn dans le
milieu. Ce compartiment (sédiment) est couramment suivi dans des etudes de

- "toxicologie" des eaux douces (VAN DE GUCHTE et al., '1988) ; sa ‘

contamination et decontamination peuvent etre suivies par des elevages;
(CHAPMAN et MORGAN, 1983)

Sl le test ‘sur le developpement embryonnalre permet l'obten‘tlon'
raplde d une indication sur la quallte du milieu, des preczslons peuvent .
etre obtenues en suivant le taux de croissance larvalre des bivalves et
celul‘ de la multlpllcatlon cellulaire des algues fourrage (HIS et ROBERT '
- 1986 ROBERT et al, 1986) : :
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