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Résumé

Depuis 2014, des épisodes de mortalité anormale affectent les cheptels mytilicoles tant adultes que juvéniles. Dés
I'année 2015, une premiére année d’étude a été réalisée au travers de I'action MORBLEU (Mortalité des moules
Bleues). Elle a été menée dans les Pertuis charentais et la baie de Bourgneuf.

Dans ce méme contexte, elle a été reconduite en 2016 afin de poursuivre I'analyse des données collectées en 2015,
renouveler une campagne d’étude et d’observation in situ, formuler des hypothéses autour de facteurs
favorisants ces épisodes de mortalité de moules, développer des essais permettant de tester ces hypothéses dans le
futur et produire des lots de moules pour ces essais et pour caractériser le potentiel adaptatif des animaux face aux
épisodes de mortalité. Au terme de cette deuxieme année d’étude un état des connaissances acquises et des
questions a approfondir sont ici abordés.

1. Décrire le phénoméne : observation de la dynamique des épisodes de mortalité 2015 et 2016. Pour
I'année 2016, les mortalités de moules observées dans les Pertuis charentais et en Vendée présentent des niveaux
« exceptionnels » au regard des données historiques. Ils sont supérieurs (50% a 85%) a ceux constatés en 2015 et
proches de I'année 2014 avec une tendance a I'expansion du phénoméne vers le Sud (Pertuis d’Antioche) et le Nord
(nord Baie de Bourgneuf).

2. Dans quel contexte environnemental les épisodes de mortalité de moules sont-elles survenues en 2016 ?
Trois années se détachent de I'analyse hydrobiologique et climatique établie sur les 16 derniéres années. 2014,
2015, 2016 présentent des conditions climatiques hivernales et printaniéres plutét chaudes et pluvieuses, bien que
2015 se distingue par un hiver plus froid et moins pluvieux et de moindre mortalités.

3. Peut-on mettre en évidence une fragilisation des moules selon les sites en lien avec des substances
dissoutes ? Les analyses menées sur les données 2015, seules complétes, ne permettent pas d’établir une relation
entre les épisodes de mortalité de moules et le matériel dissous, qu'il s’agisse des éléments traces métalliques, des
contaminants hydrophiles ou des sels nutritifs.

4. Evolution a moyen terme et dynamique saisonniére des équilibres microbiens : y aurait-il un lien avec
les épisodes de mortalité de moules ? Les données sur la dynamique des communautés bactériennes
planctoniques obtenues en 2015 (approche NGS, métabarcoding) montrent que des déséquilibres importants
apparaissent au moment ou les premieres mortalités sont observées. Pour les secteurs étudiés, il semble qu'il
pourrait exister un lien entre la dynamique microbienne printaniére et l'initiation des épisodes de mortalité de
moules.

5. Une part génétique ? Les animaux affectés en 2015 et 2016 : une espéce, une population particuliére
touchée ? La composition génétique de moules provenant des sites ateliers de MORBLEU/Mytilobs en 2015 et 2016
montre que ces animaux étaient des animaux appartenant a I'espéce M. edulis du Golfe de Gascogne, avec détection
de rares hybrides edulis/galloprovincialis. Par ailleurs, sur ces échantillons 2015 et 2016, la recherche d’'un
processus néoplasique a été recherché néoplasie. Les résultats ont permis d’observer des chimeéres génétiques
edulis/edulis pouvant laisser étre interprétés comme un processus néoplasique transmissible.

6. Une qualité cytogénétique variable dans les cheptels mytilicoles en relation avec les épisodes de
mortalité 2015 et 2016 ? En 2016 comme en 2015, les analyses de cytométrie en flux réalisées sur 'hémolymphe
révélent une grande variabilité des lots de moules pour le critére « qualité cytogénétique». La qualité
cytogénétique initiale est aussi significativement corrélée avec les performances de survie des moules. La qualité
cytogénétique des cheptels mytilicoles est un facteur important qui pourrait conditionner leur fragilité face aux
divers épisodes de mortalité.

7. Un état physiologique particulier des moules faisant face aux mortalités ? L’étude de I'expression des génes
a été initiée. Les données permettent de voir des tendances différentielles au niveau de la régulation de I'expression
des génes en fonction des conditions testées. L’annotation du transcriptome de novo est en cours.

8. Caractériser le potentiel adaptatif de populations de moules face aux épisodes de mortalité : des niveaux
de survie différents selon l'historique et I'origine de lots ? Sur la base de résultats préliminaires obtenus en
2015, des productions de lots de moules contrastés en termes de survie ont été réalisées a I'écloserie du LGPMM
pour permettre un testage élargi avec un lot Sélectionné et un lot Témoin dans huit sites différents. Ce suivi
réalisé vise a étudier les interactions entre les génotypes et les environnements.

Les résultats de I'action MORBLEU acquis au cours de I'année 2016 confortent et renforcent les données et les pistes
établies en 2015. Ils permettent de percevoir des liens entre les processus et d’identifier plusieurs facteurs
susceptibles de moduler ou favoriser I'expression des épisodes de mortalité de moules décrites depuis I'hiver 2014
dans les Pertuis Charentais.

Mots-clés - Moules, Mytilus edulis, Facteurs environnementaux, Mortalité, Equilibre microbien,
Populations, Qualité cytogénétique, Anomalies hémocytaires, Expression de génes, Physiologie
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1. Introduction générale

1.1. Rappel et contexte

Depuis 2014, des épisodes de mortalité anormale affectent les cheptels mytilicoles tant
adultes que juvéniles avec des pourcentages de mortalité pouvant atteindre 100% (Béchemin et
al. 2015). Dés I'année 2015, une premiere étude cofinancée par la DPMA a été réalisée par
I'Ifremer : MORBLEU. Elle a été menée dans les pertuis charentais et la baie de Bourgneuf et
avait pour objectifs généraux d’explorer des facteurs potentiellement aggravants, corrélés
avec les épisodes de mortalité de moules observées en 2014 et 2015 : facteurs
environnementaux (biotiques, abiotiques et hydrodynamiques), facteurs intrinséques aux
animaux (traits d'histoire de vie, fond génétique, caractéristiques cytogénétiques et
physiologie) en lien avec des agents infectieux potentiels.

Dans ce méme contexte, I'action MORBLEU a été reconduite en 2016 afin de : poursuivre
I’analyse des données collectées en 2015, renouveler une campagne d’étude et d’observation in
situ afin d’acquérir de nouvelles données (description du phénomene, caractérisation
environnementale et hotes) dans les pertuis charentais (pertuis Breton et pertuis d’Antioche) et
en Vendée (Noirmoutier). Dans un deuxieme temps, des hypothéses ont été formulées quant
aux facteurs liés aux animaux ou a leur environnement susceptibles de favoriser la transmission
et la sensibilité a I'infection par des agents infectieux présents sur le littoral (Charente-Maritime
et Vendée). L'importance de certains de ces facteurs a été en partie évaluée par des analyses et
des essais expérimentaux en lien avec les hypotheéses ciblées.

Le présent travail est la poursuite de I’'étude MORBLEU initiée en 2015, le méme intérét
et l]a méme stratégie de mutualisation ont été conservés en 2016, qu’il s’agisse des
données partagées, des échantillons, des moyens a la mer qui ont été produits ou opérés
par le REPHY Observation/DCE ou le réseau Mytilobs par exemple.

Le détail des dispositifs mis en place, les protocoles et les « matériels et méthodes » restant
identiques a I'année précédente, ils ne seront pas re-décrits dans le présent rapport et le lecteur
pourra les retrouver dans le rapport de 'année 2015 en ligne sous le lien ci-dessous (Travers et
al,, 2016. Mortalités de moules bleues dans les Pertuis Charentais : description et facteurs liés -
MORBLEU) http://archimer.ifremer.fr/doc/00324/43539/

En 2016, la coordination générale et opérationnelle du projet MORBLEU a été assurée par le
Laboratoire Environnement Ressources des Pertuis Charentais (LERPC :
http://wwz.ifremer.fr/lerpc/Activites-et-Missions/Etudes-et-Recherche/ )

Pour ce qui concerne le phénoméne de surmortalité des cheptels de moules élevées dans les
Pertuis Charentais et en Vendée, pour la troisiéme année consécutive malheureusement,
des épisodes de moralité massive ont affecté la plupart des secteurs mytilicoles. En 2016,
I'ampleur du phénomene a pu dépasser les 85% de pertes selon les secteurs, aggravant ainsi la
situation des producteurs alors que les mortalités enregistrées pour I'année 2015 avaient été
moins fortes qu’en 2014.



1.2. Objectifs

Les objectifs généraux de ce projet restent en majorité identiques a ceux de l'année
précédente. Ils sont : i) d’identifier des facteurs potentiellement corrélés avec les épisodes
de mortalité de moules observées dans les Pertuis Charentais et en Vendée : facteurs
environnementaux (biotiques, abiotiques et hydrodynamiques), facteurs intrinseques aux
animaux (traits d'histoire de vie, caractéristiques cytogénétiques et physiologie) et agents
infectieux potentiels (recherche réalisée dans le cadre des missions de LNR pour les maladies
des mollusques marins); ii) de préciser quelles hypothéses formuler pour explorer les
facteurs identifiés ; iii) de caractériser le potentiel adaptatif de populations de moules
face aux épisodes de mortalité massive.

Plus précisément, nous avons souhaité répondre aux questions suivantes :

- Dans quelles conditions les épisodes de mortalité de moules sont-ils survenus en 2015
et 2016 ? Décrire les épisodes de mortalité de moules observées et préciser leur contexte
environnemental, (observation in situ) que ce soit concernant 1’environnement abiotique ou
biotique, ou ’hydrodynamique des masses d’eaux et des fleuves (modélisation).

- Dynamique saisonniére des équilibres microbiens : y aurait-il un lien avec les
épisodes de mortalité massive de moules ?

- Quelle(s) a (ont) été la (les) espece(s) ou population(s) de moules affectée(s) ?

- Quelles étaient les caractéristiques cytogénétiques des animaux en 2015 et 2016? Pourrait-
il exister un lien avec les épisodes de mortalité observés ?

- Ces animaux étaient-ils dans des conditions physiologiques particuliéres? La réponse
transcriptomique des animaux prélevés a différents temps (avant/pendant/apres les épisodes de
mortalité recensés) a été étudiée.

- Quel peut étre le potentiel adaptatif de populations de moules face aux épisodes de
mortalité massive ?

Apres une présentation des éléments de bancarisation des données et de communication, ces
différentes questions seront abordées dans des chapitres dédiés, puis 'ensemble des données sera
discuté.

1.3. Stratégie de bancarisation et de mise a disposition des données

Bancarisation des données

Le projet MORBLEU repose pour bonne part sur la mutualisation de moyens et des données de réseaux
et d’actions Ifremer opérés dans d’autres projets/réseaux (ex : REPHY, Mytilobs).

De fait, la stratégie de bancarisation des données est largement adossée a ces réseaux. Ainsi, de
nombreuses des données environnementales (mesures hydrologiques discretes, lecture de flore du
REPHY Observation-DCE) sont bancarisées dans la base QUADRIGE gérée et hébergée par I'lfremer. De
méme, pour certains sites suivis dans le cadre du projet MORBLEU, des données hydrologiques
collectées en haute fréquence sont également bancarisées sous QUADRIGE (données de température,
salinité, pression du Mytilobs et du RESCO). Tres prochainement, des données de biométrie du
Mytilobs y seront rajoutées.



Concernant les données issues de séquencage haut débit (données NGS de métabarcoding et de
transcriptomique) du projet MORBLEU, elles sont bancarisées sur des espaces disques dédiés et
sécurisés du serveur de I'lfremer de Brest.

Mise a disposition des données

En termes de mise a disposition de données et de I'information, elle est faite au travers de rapports
annuels accessibles a tous, apres accord de la DPMA. A ce stade du projet, les données qualifiées et les
résultats produits par I'action MORBLEU sont mis a disposition sous forme de communication
lorsqu’ils ont pu faire I'objet d’'une analyse et d'une valorisation. Les documents produits sont
consultables sur le site public institutionnel d’archivage de I'lfremer ~ARCHIMER-. Une grande partie
des données sous QUADRIGE sont disponibles sur demande. Ponctuellement, le projet a recu des
demandes pour fournir des séries de mesures de salinité dans la baie de ’Aiguillon en 2016 a des fins
de validation de modele (demande du service d’hydrologie de I'Institution Interdépartementale du
Bassin de la Sevre Niortaise -IIBSN-79028 Niort).

1.4. Eléments de communication du projet MORBLEU en 2016

Présentations orales et poster

Pépin et al, (2016). Projet MORBLEU. Mortalités des moules bleues dans les Pertuis
Charentais et Vendée 2014-2015 : de I'expertise aux actions de recherche. Description
des conditions associées aux épisodes de mortalité. Point d'information sur I'étude en
cours. Présentation orale. Journée de la Santé des mollusques marins et Journées de
I'Observation conchylicole. 02 au 04 février 2016, Ifremer, Nantes, France.
http://wwz.ifremer.fr/sg2m/Journees-de-la-Sante-des-mollusques-marins-et-Journees-
de-1-Observation-conchylicole

Robert Stéphane, Soletchnik Patrick, Pepin Jean-Francois, Le Moine Olivier, Guesdon
Stéphane, Travers Marie-Agnés, Garcia Céline, Dégremont Lionel, Benabdelmouna
Abdellah, Osta Amigo Axel, Bierne Nicolas (2016). Mortalités massives de moules bleues
(Mytilus edulis) sur les cotes frangaises (2014-2016) : éléments de connaissances (mai
2016). Présentation orale. Rencontre avec des professionnels de la mytiliculture a
Ifremer la Rochelle, le 20 mai 2016. Rencontre avec des professionnels de la
mytiliculture. 20 mai 2016, Ifremer La Rochelle.

Benabdelmouna Abdellah, Ledu Christophe (2016). Blue mussel mortality outbreak in
France is associated with heavy genomic abnormalities detected by flow cytometric
analysis of hemolymph. AMMR2016 -Poster- 1st International Symposium on Advances
in Marine Mussel Research. 26-27 October 2016, University of Vigo, Spain.
http://archimer.ifremer.fr/doc/00356/46720/

Guesdon Stéphane, Travers Marie-Agnes, Hervio Heath Dominique, Derrien Annick,
Genauzeau Sylvie, Schmitt Anne, Leroy Laura, Pepin Jean-Francois (2016). Equilibre
microbien et initiation des épisodes de mortalité de moules. Y aurait-il un lien? Poster.
Journées département ODE. 8-9 novembre 2016. Logonna Daoulas, France.

Pepin Jean-Francois, Travers Marie-Agnes (2016). Projet de recherche "MORBLEU".
Environnement des écosystemes mytilicoles et crises de mortalité récentes, quelles
interactions? Etude des facteurs pouvant favoriser les surmortalités de moules bleues
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(Mytilus edulis) dans les pertuis charentais et en Vendée (2014-2016). Poster. Journées
département ODE. 8-9 novembre 2016. Logonna Daoulas, France.

http://archimer.ifremer.fr/doc/00361/47174/

Participation a des réunions
Préfecture de la Vendée. Roche sur Yon : (4 mars 2016)

Préfecture de Charente Maritime. La Rochelle : (28 avril 2016)

Réunion avec le CNC, Paris : (2 mai 2016, avec une présentation intitulée « Etat des
connaissances sur les épisodes de mortalité massive de moules - Avril 2016 »)

Réunion avec le Département de Vendée (8 septembre 2016)

Réunion avec le Département de Charente Maritime (20 septembre 2016)

Rapport et publications

Benabdelmouna Abdellah, Ledu Christophe (2016). The mass mortality of blue
mussels (Mytilus spp) from the Atlantic coast of France is associated with heavy
genomic abnormalities as evidenced by flow cytometry. Journal of Invertebrate
Pathology, 138, 30-38. http://doi.org/10.1016/].jip.2016.06.001

Travers Marie-Agnes, Pepin Jean-Francois, Soletchnik Patrick, Guesdon Stéphane, Le
Moine Olivier (2016). Mortalités de moules bleues dans les Pertuis Charentais:
description et facteurs liés -  MORBLEU. Rapport de contrat.
http://archimer.ifremer.fr/doc/00324/43539/

Un Rapport technique « Mortalités moules » expertise pour DPMA, mai 2016.

Soletchnik Patrick, Robert Stéphane (2016). Eléments de connaissance sur la mortalité et la
reproduction de la moule bleue (Mytilus edulis) sur la fagade atlantique. Rapport d’étude.
http://archimer.ifremer.fr/doc/00345/45634

Interviews/communications sur le theme « Mortalité de moules» avecla Presse:

10 interviews presse

2 interviews télé



OBJECTIF 1 : DECRIRE LE PHENOMENE ?

DECRIRE LES EPISODES DE MORTALITE OBSERVES ET LEUR CONTEXTE
ENVIRONNEMENTAL
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2. Objectif 1 : Description du phénoméne dans les Pertuis
et en Vendée

Décrire les épisodes de mortalité de moules observées en 2016 et
préciser leur contexte environnemental, observation in situ

2.1. Dispositif et stratégie d’échantillonnage

Comme précisé en introduction de ce rapport, 'action MORBLEU 2016 s’inscrit dans la poursuite
de lI'étude MORBLEU initiée en 2015. Dans ce contexte, la méme stratégie de suivi et
d’échantillonnage qu’en 2015 a été mise en ceuvre et sera présentée sommairement. Le détail
des dispositifs mis en place, les protocoles et les « matériels et méthodes » qui sont identiques a
I'année précédente ne seront pas détaillés dans le présent rapport et le lecteur pourra les
retrouver dans le rapport de I'année 2015 disponible en ligne sous le lien ci-apres :
http://archimer.ifremer.fr/doc/00324/43539/

Brievement, la mise en place opérationnelle du suivi 2016 in situ a été basée sur 'hypothese que
de nouvelles mortalités pouvaient survenir a nouveau comme en 2014 et 2015 entre mars et
juin. Le calendrier des prélevements et des campagnes a la mer a été calé sur celui des sorties du
REPHY, avec des sorties bimensuelles. Si des mortalités étaient constatées sur les sites
suivis, alors un sur-échantillonnage a pas de temps serré serait réalisé pour encadrer
I’événement au plus pres. Au total, 14 campagnes a la mer planifiées ont été réalisées entre le
01/02/16 et 26/07 /16, auxquelles s’ajoutent trois campagnes supplémentaires lors du 1er pic de
mortalité de printemps.

Compte tenu de la spatialisation des niveaux de mortalités contrastés dans les pertuis en

2014 et 2015, l'essentiel de la stratégie d’analyse de I'ensemble des jeux de données
(parameétres biotiques et abiotiques) était basée sur la comparaison relative des conditions
pour les différents sites en fonction du temps.

Choix des sites : en 2016, cinqg sites ont été suivis : trois dans le Pertuis Breton : un site
‘océanique’ a filieres « Filiere W », un site estuarien a bouchots « Eperon-Aiguillon », unité non
mytilicole avec tables « Loix en Ré » ; un dans le pertuis d’Antioche : le site a bouchots de

« Boyard », et un cinquieme nouveau site mytilicole situé en Vendée (Baie de Bourgneuf). Il
s’agit du site a bouchots de « Maison Blanche » au N-E de I'lle de Noirmoutier (voir carte,

Figure 2 et Tableau 8; Annexe 1). Ce nouveau point a été introduit dans I'étude a la suite des
épisodes de fortes mortalités qu’il a connues au printemps et a 'automne 2014 et 2015.

Animaux suivis : suivi d’un lot sentinelle de moules Mytilus edulis comparable a celui mis en
place en 2015 dans les pertuis (identique au lot MYTILOBS). 1l s’agit d’un lot de juvéniles captés
sur corde en 2015 en Baie d’Yves (pertuis d’Antioche). En janvier 2016, ce lot était déployé sur
les cing sites ateliers.

Listes des principaux parametres suivis durant les campagnes de février a juillet : suivi
des parametres physico chimiques de l'eau (température, salinité, oxygéne dissous et
turbidité) en haute fréquence (sonde automatique multiparametres, 1 mesure/15 min). Mesures
discretes et échantillonnage pour turbidité, sels nutritifs, carbone organique dissous, métaux
dissous, contaminants chimiques dans la colonne d’eau sur échantillonneurs intégratifs
(composés hydrophyles sur POCIS), modélisation de la dispersion des masses d’eau
(hydrodynamique, connectivité, apports des fleuves).



Suivi de 'environnement biotique et des animaux : prélévements régulier d’eau de mer pour
lecture directe ou apres filtration séquentielle (étude microbiologique et phytoplanctonique,
cytométrie en flux, métabarcoding). Prélévements de moules a différentes étapes pour recherche
sur la flore bactérienne (biote), contaminants chimiques, caractéristiques cytogénétiques,
données de transcriptomique, caractérisation de populations (ex. SNP).
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2.2. Résultats des observations et des suivis 2015-2016 — Objectif1 :
Décrire les épisodes de mortalité et leur contexte environnemental

2.2.1. Episodes de mortalités observés dans les Pertuis Charentais et en
Vendée

Suivi des épisodes de mortalité de moules dans le cadre du Mytilobs et du projet Morbleu-

2016

Le suivi de la mortalité est un critere déterminant dans le cours de I'action MORBLEU puisqu’au
dela du phénomene exceptionnel ou saisonnier, le point de départ et 'ampleur des mortalités
conditionnent la stratégie d’échantillonnage et la réalisation de prélévements et d’analyses
spécifiques. Les suivis mis en place dés janvier 2016 sur les quatre sites des pertuis, Filiere W,
Eperon terre, Loix en Ré et Boyard devaient pouvoir précéder et encadrer la survenue
d’épisodes de mortalité, pour les lots déployés spécifiquement ou pour ceux du réseau Mytilobs.
Le calendrier de visite sur site de MORBLEU est basé sur un passage tous les 15 jours, le
calendrier du Mytilobs a un rythme mensuel, a basse mer, en décalage avec MORBLEU. Complété
avec les passages sur Loix tous les 15 jours a basse mer pour le suivi RESCO-II, cet ensemble de
moyens d’observation de la santé des lots, éventuellement enrichi des informations partagées
par le REPAMO et les DDTM17 et 85, a permis d’avoir une surveillance renforcée pour la
deuxiéme année qui suit le phénomene de mortalité massive observé dans les pertuis et en
Vendée depuis 2014.

Le réseau Mytilobs participe largement a 'action MORBLEU avec ses moyens. Il dispose de neuf
sites répartis le long de la facade Atlantique (Figure 4). Les secteurs ciblés s’étendent des pertuis
charentais d’Antioche (Yves et Boyard), du pertuis breton (Roulieres, Aiguillon, Filiere), a la baie
de Bourgneuf (Maison Blanche), et la baie de Vilaine (Pont Mahé). Les moules déployées sont
issues d’un lot de moule commun avec I'action Morbleu, provenant d'un captage dans les pertuis
charentais. Lors des épisodes de mortalité une recherche d’organismes pathogénes ciblés est
pratiquée avec recherche d’agents infectieux réglementés (dont Marteilia sp.), d’OsHV-1, de
Vibrio aestuarianus et de vibrions du groupe Splendidus.

En 2016 a nouveau, des épisodes de mortalité sévére ont affecté largement les secteurs
mytilicoles de la Vendée et des pertuis charentais, occasionnant des pertes substantielles
dans les cheptels des professionnels. Des mortalités ont été signalées en Baie de Bourgneuf et
dans le pertuis Breton deés janvier (pieux ou filieres), justifiant des constats des DDTM 85 et 17
auxquels I'lfremer a participé notamment en mars et en mai. Dans ces départements,
globalement aucun secteur mytilicole n’a été épargné cette année qu'il s’agisse de juvéniles (a
I'automne) ou d’adultes.

Le lot sentinelle de moules déployé dans le cadre de I'action MORBLEU n’a pas été épargné par
ce phénomeéne. Tout comme les paniers du suivi Mytilobs, il a subi trés tét des mortalités
chroniques en Baie de Bourgneuf (stabulation de septembre->décembre 2015, -20%), puis pour
I'ensemble des sites, une cinétique plus rapide caractérisée par des pics de mortalité printaniers
fin mars-début avril, puis fin mai (Tableau 1). Les premieres mortalités printaniéres observées
dans le Pertuis Breton mi-mars (Loix) ont déclenché un sur-échantillonnage pour trois dates, les
25 et 30 mars et le 4 avril 2016. A la mi-juin, les mortalités semblaient stabilisées et les données
du Mytilobs permettent de faire le méme constat: un plateau apparait dans la cinétique des
mortalités durant I'été, illustrant I'arrét du phénomene. Cette observation semble plus nette les
années de fortes mortalités (2014, 2016) et pour ce 'ensemble des sites, exception faite d’Yves



(Figure 3). Cet «arrét» pourrait-il étre lié a un stade physiologique particulier (ex: fin des
premieres pontes, stades 3C- 3D cf. § 3.2.4), une température critique ou bien les deux facteurs

combinés ? Ces hypothéses physiologique et environnementale pourraient justifier un plan
d’expérience spécifique pour tester ces facteurs.

Fin juillet, début aoiit, les taux de mortalité cumulée constatés (>60%) dans les paniers de
moules MORBLEU ou Mytilobs atteignent des niveaux « exceptionnels » au regard des
références du réseau REMOULA antérieures au phénomene apparu en 2014 dans les pertuis (
Tableau 2). L’année 2016 est caractérisée par des niveaux de mortalité bien supérieurs a ceux
de 'année de 2015 et proches de ceux de I'année 2014, voire supérieur pour le secteur de
Boyard (53% > 19% > 10%) situé dans le pertuis d’Antioche. A la mise en place de MORBLEU en
2015, ce site avait été sélectionné comme «site témoin » représentatif d'un faible niveau de
mortalité (2014 ~10%). L'emprise du « phénoméne » semble aujourd'hui s'élargir a tous
ces secteurs et parait se renforcer en 2016.
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Figure 3 : réseau national Mytilobs campagne 2016. Evolution de la mortalité mensuelle instantanée (bleu) et de la mortalité
cumulée (rouge). Les pics de mortalité sont représentés par un losange rouge

Des augmentations brusques de mortalité ont été enregistrées spécifiquement sur les sites du
pertuis Breton et de la baie de Bourgneuf. Le premier pic de mortalité (+23%) est enregistré en
janvier sur Filiere. Sur I'estran, c’est en avril que le pic de mortalité est observé sur les Rouliéres
(+26%), I'Aiguillon (+25%) et Maison Blanche (+21%). Il faut souligner I’évolution chronique
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des mortalités sur le site de Maison Blanche en baie de Bourgneuf des le mois de novembre
2015. Sur ce site, en dehors du pic du mois d’avril, les mortalités ont été récurrentes : voisines
de 8% tous les mois, entre novembre 2015 et juin 2016. Les graphiques (Figure 3) représentent
I'expression de la mortalité instantanée et I'évolution la mortalité cumulée de la mise a I'eau
(septembre 2015) au relevage décembre 2016 du réseau Mytilobs lors de la campagne 2016.

Au cours de I'année 2016 I'impact des mortalités se concentre sur le pertuis Breton (Filiére,
Rouliéres, Aiguillon) et la baie de Bourgneuf (Maison Blanche) avec des niveaux cumulés
supérieurs a 84%. Apres le mois de juin sur ces quatre sites, aucune nouvelle mortalité n’est
rapportée. Deux sites sont indemnes de mortalité, Pont Mahé en baie de vilaine (27% de
mortalité cumulée) et le Vivier en baie du Mont Saint Michel (21% de mortalité cumulée). Le site
de Pont Mahé (baie de Vilaine) est un site de captage et d’élevage qui ne présente pas de
transfert de cheptel d’autres zones de captage (a priori). Le site du Vivier producteur de 'AOP
moules de bouchots de la baie du Mont Saint Michel est une zone de production qui importe
obligatoirement son naissain d’élevage de zones de captage diverses dont celles présentant
des épisodes de mortalités (pertuis charentais et baie de Bourgneuf). Ces données interrogent
sur le poids de « I'effet site » qui pourrait agir ?

Le protocole de Mytilobs a permis de réaliser des prélévements pour chercher a caractériser
précocement l'origine des mortalités. Ces actions ont été réalisées sur Filiere le 26 janvier, sur
Rouliéres le 22 février, sur Aiguillon et Maison Blanche le 9 mars. Toutes les analyses identifient
la présence de vibrions du groupe Splendidus dans les échantillons (source Repamo-LNR 2016 :
19 lots de moules testés dont 4 hors mortalité). Les données de la surveillance chez la moule
pour I'année 2015 avaient présenté les mémes résultats, montrant la détection systématique de
bactéries du genre Vibrio appartenant au groupe Splendidus dans les lots testés (Lupo et al,
2016).

Dans le contexte du suivi Mytilobs, depuis I'apparition des épisodes de mortalité massive
(>80%) dans le pertuis Breton en 2014, ils ont été rapportés en baie de Bourgneuf en 2015 et
perdure en 2016 dans ces deux secteurs. Si le pertuis d’Antioche se trouve impacté moins
fortement, certaines zones semblent « protégées » de ce phénomene. Il s’agit de la baie de
Vilaine et de la baie du Mont Saint Michel.

De fait, ces deux derniers sites ont été validés comme « sites témoins » de faible niveau de
mortalité et ils feront partie du suivi qui sera mis en ceuvre dans I'action MORBLEU-2017.

Enfin, on pourra observer que, pour les trois années 2014, 2015, 2016 qui ont connu les
épisodes de mortalité chez les adultes (et les juvéniles d’automne) dans les pertuis et en Vendée,
le recrutement de la cohorte suivante ne parait pas affecté, le naissain reste tres abondant au
captage (source Bulletin d’information année 2016, sept. CREAA-CRC PDL).

Tableau 1 : données de mortalité cumulée pour les moules adultes suivies en 2016 par le Mytilobs et l'action
MORBLEU

leres Source Source
Sites Support| mortalités Mytilobs | Morbleu (fin
observées (aout) juillet)
Boyard Pieux Février 53% 61%
E]_)eron Pieux Février 75% 57%
Aig.
Filiere W | Filiéres Janvier 84% 85%
qux en Table Janvier 80%
Ré
Maison
i i 0, 0,
Blanche Pieux Janvier 84% >80%




Tableau 2 : mortalité cumulée finale sur lots adulfes de moules suivis dans le cadre du Mytilobs pour les années 2014,
2015, 2016 au regard des sites étudiés dans I'action MORBLEU

Mortalité

cumulée 2014 2015 2016
finale en %
Filiere W 100 51 85
Eperon Aig. 100 22 84
Yves 67 31 61
Boyard <10 19 53
M. Blanche ND ND 84

En résumé: En 2016 a nouveau, des épisodes de mortalité sévére ont affecté largement les
secteurs mytilicoles de la Vendée et des pertuis charentais, occasionnant des pertes
substantielles dans les cheptels des professionnels. Le « phénomeéne » semble récurent (3éme
année consécutive). Il parait s’étendre spatialement et présente des cinétiques de mortalité
variables selon les sites.

- Les premiéres mortalités printaniéres observées dans le pertuis Breton mi-mars (Loix) ont
déclenché un sur-échantillonnage pour trois dates, les 25 et 30 mars et le 4 avril 2016.

- A la mi-juin les mortalités semblaient stabilisées et les données du Mytilobs permettent de faire
le méme constat : il apparait un arrét, un plateau dans la cinétique des mortalités durant I'été.

- Fin juillet, début aoft, les taux de mortalité constatés (>60%) dans les paniers de moules
MORBLEU ou Mytilobs atteignent des niveaux « exceptionnels » proches de ceux observés en
2014.

- Les analyses en pathologie réalisées par I'lfremer (LNR maladies des mollusques marins) sur
des lots de moules affectées n’ont révélé que la présence de bactéries du groupe Vibrio
Splendidus et des bactéries encore indéterminées.

-Le recrutement des cohortes nouvelles de naissain ne semble pas affecté par les épisodes de
mortalité successifs.

(/..
ﬁH__f—*.l _,.-"'-
(-?u .ll -\l_ \.{_
N A—
Ly N _'
* Normandle, (cote ouest Cotentin)
=V Aéon
P Vot Y o |
o | LR VIS i ic
'I";:&‘E ' e ViviepBretagne Nord, (baie du Mt St Michel)
P
- —
g
e
Sy
o
|_\_: v X Bretagne Sud, (baie de Vilaine)
Ponth.alﬁ".\‘_
T~ (baie de Bourgneuf)
Maison ﬁlanche
[=3
Pays de Loire, (pertuis breton)
\\B_ouliéres
"‘}V-*‘Aiguillon
59 Filier%y,
Le ende Boyard\y i*M
ardl; .
Points * *r‘i Poitou-Charentes, (baie d’Yves)
Région : Normandie fany
Joo
. |
Nom de sites : pont Mané 1.,-L
[ &
| T

Figure 4 : carte indiquant les sites suivis par le réseau Mytilobs en 2016
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2.2.2. Contextualisation environnementale des épisodes de mortalite,
I’environnement abiotique

Caractérisation physique des masses d’eaux étudiées dans le cadre du projet
Morbleu depuis l'apparition des épisodes de mortalité massive de moules de 2014
et comparaison intersites de 2016

Au regard de l'historique récent (depuis 2009) issu de mesures in situ a haute fréquence
d'acquisition sur le site des filieres a moules du pertuis Breton, les températures hivernales des
trois dernieres années apparaissent plus élevées, notamment lors des mois de janvier et de
février 2014 et 2016 (Figure 5, graphique du haut a gauche).
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Figure 5 : évolution des températures et des salinités journalieres a la station Filiere (agrégées a partir des mesures in
situ a haute fréquence d'acquisition) aux premiers semestres de 2014, de 2015 et de 2016 représentées par les lignes
bleues, vertes et rouges respectivement. Lorsque ces valeurs évoluent dans la zone bleutée, elles sont qualifiées de
"normales” au regard de l'historique de 2009 a 2016. Situées dans la zone jaune supérieure, les valeurs sont qualifiées
d'élevées, inversement pour la zone jaune inférieure, ou les valeurs sont alors qualifiées de basses. Lorsqu'elles se
situent dans la zone rosée, elles sont qualifiées d'exceptionnelles. Enfin, les polygones verticaux bleus, verts et rouges
(transparents) symbolisent les périodes estimées de début d'épisodes de mortalités sur la zone des Filieres du pertuis
Breton en 2014, 2015 et 2016.

Les boites a moustache (boxplot) situées a droite (en haut pour la température et en bas pour la salinité) représentent la
distribution des valeurs observées lors de la période d’initiation du phénoméne de mortalité par année. Les différences
significatives (comparaison multiple sur la base de tests de Kruskal-Wallis avec p < 0.01) entre les années, sont
signalées au dessus de chaque boxplot par des lettres (permettant d'identifier les similitudes ou les différences entre les
séries).



Bien que des différences inter annuelles significatives apparaissent, les températures relevées
lors de l'initiation des phénomeénes saisonniers de mortalité de moules dans les Pertuis se
situent dans une gamme proche de 11°C [10.5-11.6] (matérialisée par la bande grisée du
graphique du haut a droite de la Figure 5).

Les salinités, qui révelent l'influence des apports quantitatifs d'eau douce, sont tres variables au
premier trimestre des trois dernieres années (Figure 5) graphique du bas a gauche). Elles sont
particuliéerement basses début mars 2014 sur la fenétre d'initiation des épisodes de mortalité
(Polsenaére et al, 2017). En 2015 comme en 2016, les premieres mortalités surviennent dans
des conditions de salinité voisines de celles habituellement rencontrées (Figure 4 graphique du
bas a droite).

En 2016, le suivi physique (in situ a haute fréquence d'acquisition) des masses d'eau a concerné
quatre sites : le site de Maison Blanche largement touché en 2015 par des épisodes de mortalité
a également été équipé et a donné lieu a un suivi environnemental.

Les températures enregistrées sur les différents sites présentent globalement de grandes
similitudes, notamment sur la fenétre d'initiation des mortalités' (graphique du haut de la
Figure 6) : les températures observées se situent alors dans une gamme de valeurs proche de
11°c (visualisable par la bande grisée de la Figure 6 / graphique du haut). Néanmoins, des
singularités apparaissent en période plus estivale voire hivernale sur les sites de Maison Blanche
et de I'Eperon.

Les salinités présentent quant a elles de grandes disparités d'un site a l'autre; On observe
différents niveaux de variabilité (en fréquence et en amplitude) suivant le site (graphique du bas
de la Figure 6) : ainsi, le site de 'Eperon présente une variabilité inter journaliére importante et
des amplitudes plus fortes que sur les autres sites (caractéristique de sa situation tres
estuarienne). Par opposition, la salinité du site de Filiere est plus stable et ses amplitudes, méme
a l'échelle «saisonniére », sont modérées. Les sites de Maison Blanche et de Boyard se
positionnent en intermédiaire, mais présentent ponctuellement d'intenses dessalures.

1 Etablie sur la base des résultats d'observation du réseau Mytilobs et du projet MORBLEU : elle est définie a
compter d'une augmentation significative du pourcentage de mortalité printaniére. Compte tenu, de la fréquence
d'observation (15 jours voire 1 mois), cette période est relativement homogéne d'un site a I'autre.
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Figure 6 : chronique des températures et salinités (respectivement en haut et en bas) observées sur 4 stations
suivis dans le cadre du projet Morbleu en 2016 : valeurs issues de mesures in situ enregistrées a haute
fréquence d'acquisition et agrégées a la journée.

En résumé :

En 2016, les températures des masses d'eau des quatre sites instrumentés présentent une
grande homogénéité particulierement au moment de l'initiation du phénoméne de mortalité,
contrairement aux salinités (trés variables d'un site a I'autre).

Comme en 2014 et 2015, cette phase d'initiation des mortalités printaniéres de 2016 est
caractérisée par des températures situées dans un intervalle restreint de températures autour
de 11°C : niveau de température correspondant au début des pontes (Marteil, 1976).

Caractérisation hydrologique et chimique de trois stations de I'étude : substances
dissoutes (nutriments, éléments trace métalliques, contaminants). Premiers
éléments descriptifs

Introduction a I’étude environnementale sur trois sites des pertuis charentais

Depuis 2015, des substances chimiques dissoutes ont fait l'objet de suivis sur les sites
opérationnels des pertuis de I'action MORBLEU en complément des mesures physico-chimiques
(de température, de salinité, et d'oxygene dissous).

Ainsi, des échantillons d'eau ont été prélevés toutes les deux semaines environ, de février a
juillet 2015 et 2016 et analysés en vu de déterminer les concentrations de nutriments (de type
nitrates, nitrites, silicates, phosphates et azote ammoniacal) et d’éléments traces métalliques
(ETM). Par ailleurs, des échantillonneurs passifs qui accumulent certains contaminants
hydrophiles ont été déployés pour estimer les niveaux de contamination en pesticides (ciblés).
Pour les périodes citées, les apports en eau douce des fleuves internes aux pertuis charentais
(Charente, Sevre et Lay) et externes (Loire, Garonne et Dordogne) ont été simulés via le modele
hydrodynamique Mars3D.



Les substances dissoutes mesurées dans la colonne d’eau, sur les sites ateliers. Etude
descriptive

1-Nutriments

L’analyse réalisée sur les données 2015 et 2016 mesurées aux trois sites, Filiere, Eperon et
Boyard pour les sels nutritifs montre que les nutriments : nitrates (+nitrites), les silicates et les
phosphates sont respectivement corrélés a 90%, 60% et 40% aux apports des fleuves. En 2015

et 2016, les nitrates et silicates sont présents a des concentrations « plutot fortes® », sur le site
de Boyard (Figure 7, a titre d’exemple). Cette élévation de concentration de nutriments pourrait
étre associée a la diminution des débits des fleuves due a une pluviométrie hivernale moindre en
2015 et 2016. Par voie de conséquence, les apports (lors du lessivage des bassins versants)
seraient plus concentrés.
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Au dela du profil saisonnier, 1'évolution des concentrations en nutriment en 2015 et en 2016
(entre février et ao(it) montre des différences de niveaux de variabilité entre les stations suivies
: la station Filiere W apparait plus stable, notamment pour les nitrates et les silicates (Figures 7a
et 9a), contrairement a la station Eperon qui présente de nombreux pics ponctuels indépendants
du "pattern" saisonnier, quel que soit le nutriment (Figures 7b, 8b et 9b). Cette observation
illustre le caractére moins tamponné de la station Eperon qui, compte tenu de sa proximité
estuarienne, est plus soumis aux aléas du Lay et de la Sévre Niortaise.

Outre la dynamique d'évolution des concentrations en nutriments entre février et aofit, on note,
en période hivernale ("période d'apport” a concentrations les plus fortes), que les valeurs
s'inscrivent globalement dans les gammes de valeurs plutot élevées au regard d'autres masses
d'eau cétiere suivies dans le cadre de la DCE (secteur de I'Agence de 1'Eau Adour Garonne /
données de 2010-2016 (Auby et al., 2016)), notamment pour les phosphates (Figures 7b, 7c, 83,
8¢, 9¢). 1l convient toutefois de souligner que les valeurs observées a la station Eperon (forte
influence estuarienne) mériteraient certainement d'étre comparées aux masses d'eau de
transition identifiées par la DCE. Les deux autres stations révelent le caractere plutét riche des
masses d'eau étudiées : les nitrates de la station Boyard se situent parmi les concentrations les
plus fortes des eaux cotieres d'Aquitaine depuis 2010 (Figure 8c / zone jaunatre supérieure) ;
Pour les phosphates, les concentrations hivernales de Filiere W et de Boyard évoluent en limite
supérieure de l'intervalle de valeurs les plus souvent rencontrées voire méme au sein de celui
illustrant des valeurs plut6t fortes (cas de 2016) (Figures 8a et 8c).

Les silicates présentent quant a eux des valeurs plus modérées, s'inscrivant généralement parmi
les valeurs le plus souvent observées (zones bleutées), méme a la station Eperon (Figures 9a, 9b
et 9c).

Si 'on focalise sur la période identifiée de mortalité (de mars a juin), la distribution des valeurs
observées pour chaque station et pour chaque année ne semble globalement pas montrer de
différence claire, tant spatialement que temporellement (Figure 7d, 8d et 9d). Cependant, la
comparaison des médianes (de chaque station par année / trait noir épais dans chaque boxplot)
par rapport a celle de I'ensemble des valeurs des masses d'eau cotiére de la DCE (ligne verticale
grisée) montre que les nitrates et les phosphates rencontrées sur les stations de la zone d'étude
sont supérieures. Pour les silicates, ce type de comparaison donne lieu a un constat variable
suivant la station et/ou l'année (parfois au dessus, parfois en dessous). La station Filiere W
semble néanmoins se détacher des deux autres : la majorité de la concentration relevée en 2015
et particulierement en 2016 se situant en dessous de la médiane des masses d'eau cotiere
d'Aquitaine.

Au niveau de l'évolution inter-annuelle depuis 2008 (contexte DCE : uniquement les mois
d'hiver - novembre a février), les concentrations hivernales moyennes ne sont pas
significativement différentes entre la station Nord Saumonards (voisine de Boyard) et la station
Filiere W, bien que les concentrations en nutriments soient légérement plus fortes sur cette
derniére (données non montrées).

Les concentrations en nutriments relevées en 2015 et 2016 sur trois stations ne présentent
pas de différences suffisantes permettant de les discriminer et ainsi de rapprocher leur
évolution a des variations spatiales et temporelles des mortalités.
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Figure 7 : évolution des concentrations en nitrates aux stations Filiere W (a) , Eperon (b) et Boyard (c) en
2015 et 2016 sur la période février a juillet (inclus). Ces séries sont qualifiées au regard des
concentrations observées sur les masses d'eau cétiere d'aquitaine suivi dans le cadre de la DCE entre
2010-2016 (Auby et al., 2016) : Lorsque ces valeurs évoluent dans la zone bleutée, elles sont qualifiées
de "normales” (valeurs les plus souvent rencontrées). Situées dans la zone jaune supérieure, les valeurs
sont qualifiées d'élevées, inversement pour la zone jaune inférieure, ou les valeurs sont alors qualifiées de
basses. Lorsqu'elles se situent dans la zone rosée, elles sont qualifiées d'exceptionnelles.

Le graphique (d) représente la distribution des valeurs observées pour chaque station et pour chaque
année sur la période de mortalité (mars a juin (inclus)); la médiane de chaque série est signalée dans le
boxplot (boite a moustache) permettant ainsi une comparaison avec la médiane de l'ensemble de la
masse d'eau cotiere de la DCE sur la méme période, signalée par la ligne verticale grisée.
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Figure 8 : évolution des concentrations en phosphates aux stations Filiere W (a) , Eperon (b) et Boyard (c)
en 2015 et 2016 sur la période février a juillet (inclus). Ces séries sont qualifiées au regard des
concentrations observées sur les masses d'eau cétiere d'aquitaine suivi dans le cadre de la DCE entre
2010-2016 (Auby et al., 2016) : Lorsque ces valeurs évoluent dans la zone bleutée, elles sont qualifiées
de "normales” (valeurs les plus souvent rencontrées). Situées dans la zone jaune supérieure, les valeurs
sont qualifiées d'élevées, inversement pour la zone jaune inférieure, ou les valeurs sont alors qualifiées de
basses. Lorsqu'elles se situent dans la zone rosée, elles sont qualifiées d'exceptionnelles.

Le graphique (d) représente la distribution des valeurs observées pour chaque station et pour chaque
année sur la période de mortalité (mars a juin (inclus)); la médiane de chaque série est signalée dans le
boxplot (boite a moustache) permettant ainsi une comparaison avec la médiane de l'ensemble de la
masse d'eau cotiere de la DCE sur la méme période, signalée par la ligne verticale grisée.
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Figure 9 : évolution des concentrations en silicates aux stations Filiere W (a) , Eperon (b) et Boyard (c) en
2015 et 2016 sur la période février a juillet (inclus). Ces séries sont qualifiées au regard des
concentrations observées sur les masses d'eau cétiere d'aquitaine suivi dans le cadre de la DCE entre
2010-2016 (Auby et al., 2016) : Lorsque ces valeurs évoluent dans la zone bleutée, elles sont qualifiées de
"normales"” (valeurs les plus souvent rencontrées). Situées dans la zone jaune supérieure, les valeurs sont
qualifiées d'élevées, inversement pour la zone jaune inférieure, ou les valeurs sont alors qualifiées de
basses. Lorsqu'elles se situent dans la zone rosée, elles sont qualifiées d'exceptionnelles.

Le graphique (d) représente la distribution des valeurs observées pour chaque station et pour chaque
année sur la période de mortalité (mars a juin (inclus)); la médiane de chaque série est signalée dans le
boxplot (boite a moustache) permettant ainsi une comparaison avec la médiane de l'ensemble de la
masse d'eau cotiere de la DCE sur la méme période, signalée par la ligne verticale grise.

2-Eléments traces métalliques

Sur treize éléments trace métalliques (ETM) mesurés : seuls le baryum (Ba) et le molybdéne
(Mo), puis dans une moindre mesure, le cuivre (Cu), le fer (Fe), le manganese (Mn) et le zinc (Zn)
se rencontrent a concentration de quelques pg/L dans les pertuis charentais (Figure 10, Figure

1.

La comparaison entre les trois sites, pour chaque ETM, et pour les deux années de mesures

(26 comparaisons) ne montre pas de différence significative entre les sites, hormis pour le
manganeése (Mn) en 2015 dont la concentration est plus forte sur Eperon que sur les deux autres
sites. Par contre, entre 2015 et 2016, presque tous les ETM (sauf le baryum et le manganeése),
présentent une différence de concentrations. A priori, les concentrations en ETM mesurées dans
cette étude, sont cohérentes avec celles fournies par la littérature (Gaillardet et al, 2003;
Dabrin et al, 2009).
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Parmi les ETM pris en compte dans le cadre du projet, bon nombre d'entre eux présentent peu
de variabilité spatiale et une grande stabilité inter-annuelle sur la période de mortalité (mars a
juin), comme a l'image du baryum (Ba) (Figure 12a), le chrome (Cr), le manganése (Mn), le fer
(Fe), le zinc (Zn) et le mercure (Hg). Généralement pour ces ETM, les séries temporelles de 2015
et 2016 sont caractérisées par plus variabilité a la station la plus estuarienne de 1'Eperon (pics
ponctuels plus intenses), marquant ainsi son influence aux aléas du Lay et de la Sevre Niortaise.

Pour le cadmium (Cd), le plomb (Pb), I'antimoine (Sb) et le cuivre (Cu), les concentrations
apparaissent significativement supérieures en 2016 quelle que soit la station (Figures 12b et
12c) ; Bien que ces trois premiers ETM (Cd, Pb et Sb) présentent une grande stabilité sur la
période de mortalité (de mars a juin inclus) en 2015 et 2016, une nette tendance a la hausse est
observée pour Cu en 2016 (Figure 12c). L'empreinte du Cd sur les masses d'eau des pertuis
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charentais marque une origine particuliere de ces apports dont la source est généralement
associée au fleuve Garonne.

Enfin, les concentrations en nickel (Ni) et en molybdene (Mo) apparaissent globalement plus
fortes en 2015.

Pour certains de ces ETM, des Normes de Qualité Environnementale (NQE) existent ; Ces
dernieres ont pour objectif de définir des seuils a ne pas dépasser pour assurer une protection
suffisante de la santé humaine et de l'environnement. Ainsi pour le Hg, le Pb et le Ni, les
concentrations relevées sont nettement en dessous des NQE respectives (Directive
2013/39/UE). Néanmoins pour le cadmium, bien que les valeurs rencontrées soient quasi-
exclusivement inférieures a la NQE Cd, leur fluctuation est tres voisine du seuil, voire le dépasse
exceptionnellement en février 2016 a la station Filiere W.
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Figure 82 : évolution et distribution des concentrations en baryum (Ba) (a), en cadmium (Cd) (b), en cuivre
(Cu) (c) et en nickel (Ni) (d) par station et par année : Filiere w 2015 en rouge, Filiere w 2016 en rouge
foncé, Eperon 2015 en vert, Eperon 2016 en vert foncé, Boyard 2015 en bleu et Boyard 2016 en bleu
foncé. Pour chaque distribution de valeurs observées sur la période mars a juin (inclus) une comparaison
multiple (basée sur un test de Kruskal-Wallis) a été réalisée pour identifier les différences significatives
pouvant exister entre chaque série : ces différences sont visualisables au travers des lettres présentent au
dessus de chaque boxplot des graphiques de droite de chaque ETM pris en exemple.

3- Contaminants hydrophiles

Une présentation détaillée des données 2015 et 2016 est proposée en Annexe 2.

Globalement, on peut observer pour I'’ensemble des valeurs de concentrations en contaminants
dans I'eau mesurées en 2015 et 2016 que, par rapport aux normes établies dans la Directive
2013/39/UE (normes qualitatives environnementales -NQE- relatives aux substances
prioritaires dans les eaux) ; seules six substances répertoriées dans la norme sont présentes sur
les 68 recherchées en 2015 et 2016 dans MORBLEU. Les mesures montrent des
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concentrations a I'état de traces avec des teneurs plus de 100 fois inférieures aux valeurs
admissibles (NQE-CMA). On pourra noter qu'un projet initié par le CRC Pays de Loire et réalisé
par le SMIDAP (CAPMOULES 2015-2016, anonyme, 2016) dont un volet vise également a
caractériser la qualité du milieu sur des sites mytilicoles par des mesures discretes releve des
concentrations en pesticides proches des valeurs observées dans I'action MORBLEU en 2015 et
2016(Anonyme, Capmoules 2016). Cependant, au dela des comparaisons intersites de ces études
on se gardera d’évaluer 'effet potentiel de ces concentrations en contaminants chimiques en
mélange, hors des objectifs du projet, et pour lequel peu d’études sont disponibles sur « I'effet
cocktail » des substances détectées en milieu marin (Vethaak et al, 2017 ; Moreau et al.,, 2015 ;
Stachowski-Haberkorn et al, 2014 ; Geret et al, 2013).
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Données de la campagne d’évaluation de la contamination chimique de I'eau 2015 :

A partir des membranes POCIS exposées entre fin avril et mi-juillet 2015, 68 substances ou
résidus ont été recherchés. Quantitativement, et parmi vingt contaminants détectés et analysés,
trois d’entre eux: le métolachlore ESA, le métolachlore OA et I'acetochlore ESA représentent
81% des contaminants retenus sur les membranes POCIS (Figure 13); sept d’entre eux
représentent 17,1% et dix autres, moins de 2%. Les concentrations de neuf contaminants sur dix
suivent une cinétique décroissante de mars a mi avril bien corrélée aux apports des fleuves.
Durant les premieres périodes (mars-avril), les concentrations en contaminants sont deux a
trois fois supérieures sur Boyard que sur Eperon ou Filiere (Figure 14).

Pour trois campagnes d’exposition a dates communes (mi février-début avril) et pour lesquelles
la série d’échantillons est complete, la somme totale des concentrations massiques de pesticides
et de leurs résidus (cumul) a pu étre calculée. Elle s’établit a 1306 ng pour le site du Boyard,
proche de I'estuaire de la Charente alors quelle est de 679 ng pour le site Filiére au nord du
Pertuis Breton. La perte de matériel en mer au cours de I'étude pour le site d’Eperon n’a pas
permis d’établir ce calcul. On pourra noter pour cette méme période que la mortalité cumulée du
lot sentinelle de moules était de 25% a Boyard et de 40% au site de Filiere.
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Données de la campagne d’évaluation de la contamination chimique de I'eau 2016 :

Sur I'ensemble du suivi pesticide réalisé grace au POCIS entre les mois de février et juillet 2016,
68 molécules ont été suivies sur les quatre sites de I’étude. Six lots de POCIS se sont succédé avec
une durée d'immersion moyenne de 24 jours permettant d’obtenir les concentrations moyennes
d’exposition des organismes sur cette période. Sur I'ensemble des 68 pesticides analysés, 37 ont
été détectés au moins une fois sur I'un des sites.

Pour quatre campagnes d’exposition a dates communes (mi avril -début juillet) et pour
lesquelles la série d’échantillons est compléte, la somme totale des concentrations massiques de
pesticides et de leurs résidus (cumul) a pu étre calculée. Elle s’établit a 256 ng pour le site de
Boyard, 214 ng pour le site Filiere et 239 ng pour le site Eperon. On pourra noter pour cette
période que la mortalité cumulée du lot sentinelle de moules était de 28% a Boyard, 40% au site
d’Eperon et de 45% sur le site de Filiere.

Les données présentées ici correspondent a des périodes et des durées de campagnes
différentes entre 2015 et 2016 et elles ne peuvent étre comparées globalement compte tenu des
forts effets saisonniers et de la différence d’échantillonnage (pertes de matériel pour certaines
campagnes).

Sil'on s’intéresse a I'empreinte de contamination observée sur les différents sites, elle est assez
constante sur l'ensemble des sites et largement dominée par les herbicides comme le
métolachlore et ses métabolites, le métolachlore ESA et OA dont la somme des concentrations
représente plus de 50% de pesticides totaux. Ces herbicides sont majoritairement utilisés sur la
culture du mais et compte parmi les pesticides les plus détectés dans les eaux de surfaces de la
France métropolitaine (agences et offices de 1'eau. Traitements : SOeS, 2015). L’acétochlore et
ses métabolites également utilisés en maisiculture sont aussi détectés. Le reste de I'empreinte
est encore marquée par l'atrazine et ses métabolites (DEA, atrazine 2 hydroxy) et dans une
moindre mesure par la simazine malgré leur interdiction d’'usage en France qui date de 2005.
Les autres herbicides détectés a des niveaux contribution variant entre 1 et 5% sont
I'isoproturon, le chlorotoluron utilisé sur la culture du blé et de 'orge et le nicosulfuron plutot
utilisé sur le mais. Il faut également noter la présence d'imidaclopride, insecticide ayant un usage
agricole et vétérinaire.

En résumé : L’étude descriptive du contexte environnemental des pertuis charentais au travers
de trois parameétres que sont les nutriments, les éléments trace métalliques dissous et les
contaminants chimiques dissous montre que :

i) les apports en nutriments (NO3, SiOH, PO4, NH4) mesurés en 2015 et 2016 présentent des
niveaux de concentration proches, non significativement différents et supérieurs aux valeurs
fournies par la chronique sur 15 ans établie par le REPHY ou la série sur huit ans établie dans le
cadre dela DCE;

ii) globalement, I'étude comparée des teneurs éléments trace métalliques (13 éléments) ne
montre pas de différence significative entre les trois sites ateliers (Boyard, Eperon, Filiere) ni
entre les deux années, hormis pour le cadmium plus concentré en 2016 pour les trois sites ;

iii) les contaminants chimiques hydrophiles sont détectés sur POCIS a I'état de traces (<< NQE-
CMA) en 2015 comme en 2016 sans présenter de grandes différences entre les trois sites.




Contribution des fleuves aux apports dans les pertuis charentais

Aujourd’hui, le développement de la modélisation hydrodynamique a une fine échelle spatiale
(500 m) permet l'investigation de l'impact des fleuves a l'intérieur des pertuis charentais
(modeéle Mars3D « Pertuis-Charentais »). Dans le volet environnemental de I'étude sur les
mortalités de moules, le modele hydrodynamique simule les apports en eau douce de tous les
fleuves dont l'influence est significative sur les trois sites ateliers du projet. Il permet donc,
d’une part de comprendre l'origine quantitative de I'’eau douce dans les pertuis, mais également
de mettre en relation les apports de matériel dissous (ETM, nutriments et contaminants) des
trois sites ateliers, avec une source potentielle (fleuves et bassins versants).

Etude de la période hiver-été 2015. Caractérisation des sites ateliers

Les apports d’eau douce diminuent entre février et juillet, avec une «rupture » autour de la
troisieme semaine de mai (Figure 15). La contribution des fleuves aux apports en eau douce
représente, sur Filiere et Boyard, respectivement 47% et 53% de celle sur Eperon (soit environ
2 fois moins d’apports en eau douce). Sur Eperon, la Séevre et le Lay constituent les 2/3 des
apports. Les fleuves externes aux pertuis (Loire, Garonne et Dordogne) contribuent de la méme
maniere sur les trois sites ateliers (Figure 16). Leurs apports sont quantitativement du méme
ordre pour chacun des trois sites (valeurs relatives de 20 et 10, respectivement pour la Gironde
et la Loire; Figure 18. La Charente impacte 3-4 fois plus Boyard que les deux autres sites
ateliers. L’apport en eau douce des fleuves ‘Charente + Gironde’, est plus élevé sur Boyard. Il est
du méme ordre de grandeur sur Filiére et Eperon (Figure 16). Les apports des fleuves externes
aux pertuis charentais sont surtout hivernaux et printaniers pour la Gironde (sud des pertuis) et
plutot estivaux pour la Loire (située au nord).
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Figure 15 : contribution™ des fleuves aux apports sur les sites ateliers (Boyard, Eperon et Filiere) pour chacune
des 10 périodes de I'étude (campagne 2015) ; A : les six principaux fleuves ; B : regroupement des fleuves par
secteur géographique (* quantité de traceurs calculée par le modéle).
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La caractérisation hydrologique fait bien apparaitre des analogies entre les sites de Boyard et
Filiére situés respectivement au N-O des pertuis d’Antioche et Breton. Une ACP combinant les
variables sels nutritifs, contaminants dissous et contribution des fleuves aux trois sites (Figure
17) confirme l'influence terrigéne du Lay et de la Sevre pour le site d’Aiguillon-Eperon. Les
caractéristiques hydrologiques des trois mois d’hiver sont homogénes pour chacun des sites
respectivement. Alors que les conditions hydrologiques des mois printaniers (mai en particulier)
sont fortement contrastées, les conditions estivales apparaissent tres homogenes sur les trois
sites comparés entre eux.

Relation entre les apports des fleuves et les contaminants

Les contaminants hydrophiles (9/10) sont positivement corrélés aux apports de Charente, de
Dordogne et de Garonne (Figure 17). La corrélation avec les contaminants est significativement
supérieure avec les apports de Dordogne et de Garonne, qu'avec ceux de Charente. La Loire, la
Sévre et le Lay ne paraissent pas liés aux apports de contaminants hydrophiles dans les pertuis
charentais au cours de la campagne 2015. Le site de Boyard, soumis tout a la fois aux apports de
la Charente, de la Dordogne et Garonne, présente les plus fortes concentrations de contaminants
en 2015 (Figure 14).

Etude sur la période de septembre 2014 a a0t 2015 (20 stations de référence)

Dans les Pertuis Charentais, les apports sont sous influences de trois « ensembles hydrauliques »
d’importance sensiblement égale : (i) au sud des Pertuis Charentais, le panache de la Gironde
(Garonne et Dordogne) (34% des apports) ; (ii) dans le pertuis Breton, la Sévre et le Lay (28 %
des apports) ; (iii) dans le pertuis d’Antioche-Bassin de Marennes-Oléron, la Charente (29% des
apports). La contribution de la Loire est plus modeste (8 %). Les fleuves internes représentent
durant cette période environ 55 % des apports. Les apports relatifs pour les quatre saisons
(hiver, printemps, automne et été) sont d’environ 40 %, 30 %, 20 % et 10 %.
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Figure 17 : représentation des variables de la campagne 2015 (contaminants, contribution des fleuves : LOlre,
LAY, SEVre,CHArente, DORdogne et GIRonde) et des « sites-périodes » (FI-P3 = Filiere durant la période 3) sur
les axes 1 et 2 de 'ACP (76 % de variabilité).
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3. Objectif 2 : Quelles hypothéses explorer pour évaluer les
facteurs favorisants les épisodes de mortalité de moules ?

3.1. Hypothéses concernant I’environnement

3.1.1. Etude de la relation entre les épisodes de mortalité de moules 2014,
2015 et 2016 et certains parametres environnementaux abiotiques : une
fragilisation des moules selon les sites en lien avec des substances
dissoutes ?

L’objectif de cette analyse est de comparer I'environnement hydrologique et physico-chimique
des trois sites ateliers de I'action Morbleu (Boyard, Filiere et Eperon) et d’étudier les relations
possibles de certaines caractéristiques de ces sites avec les épisodes de mortalité des moules
bleues, Mytilus edulis, dans les pertuis charentais.

En 2016, les analyses de tous les parametres environnementaux n’étant pas encore achevées, ils
feront I'objet d’'une étude comparée ultérieurement.

Dans le cadre de cette étude conduite a partir des résultats de 'année 2015, des ACP réalisées
sur les données environnementales des sites ateliers ne permettent pas de qualifier une relation
ou un lien entre les épisodes de mortalité de moules, et le matériel dissous, qu’il s’agisse des
éléments trace métalliques (ETM), des contaminants hydrophiles ou des sels nutritifs. Une
relation entre 'augmentation du taux de mortalités (TM) et les variations de teneur en oxygeéne
dissous est observée (Oxy-écart), de méme qu’avec la température (Figure 18).

Variables (axes F1 et F2 : 74,66 %)
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Discussion

Les résultats de cette étude montrent pour l'année 2015 que les conditions physico-
chimiques opposent d’abord des sites a « caractere océanique » que sont Boyard (31 < sal < 33)
ou Filieres (32 < sal < 34,5), avec le site estuarien d’Eperon (28 < sal < 33), pour lequel les
fluctuations environnementales (écarts de turbidité, d’oxygene dissous, de salinité, ...) sont plus
marquées en hiver, mais surtout au printemps. En été, en période d’étiage, les conditions
environnementales sont bien plus homogenes sur les trois sites. Aujourd’hui, I'utilisation de la
modélisation hydrodynamique permet l'investigation a l'intérieur des pertuis charentais et
contribue significativement a leur étude (Polsenaére et al, 2017). Le modele permet de
quantifier les apports des différents fleuves (internes et externes au Pertuis) en tous points des
pertuis. Ainsi, durant la campagne Morbleu 2015 (février 2015 a juillet 2015), les simulations
hydrodynamiques sur les trois sites ateliers (Boyard, Eperon et Filiere) montrent que les
fleuves externes aux pertuis charentais représentent pres de 50% des apports.

Durant la période d’octobre 2014 a aout 2015, a partir d'une évaluation sur 20 stations, les
fleuves externes représentent 45% des apports. Ces résultats permettent d’appréhender la
qualité environnementale des pertuis charentais en montrant que les apports quantitatifs
d’eau douce, avec leur cortége de molécules dissoutes, terrigénes et anthropiques,
peuvent provenir tout autant des fleuves externes aux pertuis, que des fleuves internes.
Quantitativement, les apports en eau sont deux fois supérieurs sur Eperon que sur Boyard (53%
des apports d’Eperon) et Filiere (43% des apports d’Eperon). Sur Eperon, pres de 70% des
apports proviennent de la Sévre et du Lay. Les valeurs de contribution des fleuves sont
indicatives et correspondent a des simulations sur une période précise associée a une météo qui
lui est rattachée. Sur les sites océaniques que sont Boyard et Filiére, pres de 60% des apports
proviennent des fleuves externes aux Pertuis, dont 40% de la Garonne et Dordogne. Par contre,
sur le site Filiere, 30% des apports proviennent de la Sévre et du Lay. Sur Boyard, 30%
proviennent de la Charente.

L’analyse environnementale montre que les contaminants hydrophiles mesurés sur les sites
viendraient potentiellement surtout de la Gironde et de la Charente (et moins du Lay et de la
Seévre). Ainsi, la contribution conjointe de la Gironde et de la Charente, sur Boyard pourrait
expliquer les plus fortes concentrations de contaminants retrouvées sur ce site en 2015 (1ére
hypotheése). Deuxieme hypothése possible, au regard des valeurs de concentrations de pesticides
dans l'estuaire de la Charente d’'une part (ex: ) ~[50-200ng.L1],2011-2013 ; Stachowski-
Haberkorn et al, 2014) et compte tenu du temps de transport des masses d’eau provenant de la
Gironde d’autre part (évaluée a environ quatre semaines, Le Moine, 2017 pers. com.), on peut
supposer que les apports de la Charente en pesticides sont dominants dans le secteur de
Boyard.

Ceci d’autant que I'action du temps de dispersion et I'interaction des matieres organiques avec
les pesticides et leurs métabolites concourent a les dégrader et a en baisser la concentration
(Cruz, 2015). La contribution équivalente des fleuves : Charente + Gironde, sur les deux autres
sites : Filiere et Eperon, pourrait également expliquer les mesures de contaminants hydrophiles
équivalentes sur ces deux sites.

Les mortalités de moules, en 2015, sont de 'ordre de 51% sur filiere, 24% sur Boyard et 22%
sur Aiguillon (d’aprés Robert et al; 2016). Méme si indéniablement, des conditions
exceptionnelles d’apports d’eau douce, en février 2014 sont concomitantes avec 'émergence
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d’'une mortalité massive de moules a la méme période dans le N-O du pertuis Breton, rien ne
permet d’établir un lien entre les apports d’eau douce (en tant que telle) et les mortalités
observées.

En résumé: en 2015, au cours de la deuxiéme année de mortalités dans les pertuis
charentais, les conditions climatiques d’un hiver plus froid et moins pluvieux qu’en 2014
semblent moins favorables a I'’expression de ces mortalités.

Les contaminants chimiques dissous, plus présents en concentration sur Boyard que sur les
autres sites, ne semblent pas présenter de lien avec le taux de mortalité qui reste plus faible sur
Boyard que sur Filiéere (juillet 2015 : BO= 24% vs FI= 39%). Ainsi, dans le cadre de cette étude
relative a 2015, les analyses présentées ici ne permettent pas d’établir une relation entre
les épisodes de mortalité de moules et le matériel dissous, qu’il s’agisse des éléments
traces métalliques (ETM), des contaminants hydrophiles ou des sels nutritifs. Toutefois,
on note en 2015 et 2016 une richesse accrue des eaux des Pertuis en N et P par rapport
aux masses d’eau d’Aquitaine, ce qui peut induire un milieu plus favorable aux bactéries
car la photosynthése est limitée par la turbidité. De méme, une variabilité inter-annuelle
pour certains ETMs est observée et ils pourraient participer a orienter la structure de
communautés microbiennes (Fe, Cu). L’apparition du pic printanier de mortalité semble
corrélée (directement ou indirectement) aux variations de la teneur en oxygene de I'eau de
mer ; variations qui traduisent vraisemblablement un développement intense
phytoplanctonique et/ou microbiologique (cyanobactéries). Par ailleurs, un lien entre
I'augmentation du taux de mortalité au printemps et la température est établi.

Compte tenu du caractére saisonnier des premiéres mortalités (mars-avril) associé aux
premieres pontes et aux premiéres efflorescences phytoplanctoniques, les liens et
corrélations énoncés ci-dessus pourraient relever plus de concomitances que de
causalité. Il conviendra de préciser dans le futur la nature et la qualité de ces relations.

3.1.2. Evolution a moyen terme et dynamique saisonniére des eéquilibres
microbiens : y aurait-il un lien avec les mortalités de moules ?

Tres rapidement apres 1'émergence des intenses mortalités de moules survenues en 2014 dans
les pertuis charentais, I'hypothése d'une origine infectieuse associée (dans des conditions
environnementales singulieres) avait été formulée (Béchemin et al, 2014) : une forte
concentration de bactéries potentiellement pathogenes, du genre Vibrio, pour les moules
(Frangois, 2015) avait alors été détectée. Des expérimentations de laboratoire ont ensuite étayé
I'hypothese : des mortalités de moules saines infectées a partir de souches bactériennes isolées
depuis les individus moribonds ayant été reproduites (Béchemin et al, 2015).

Dans les environnements aquatiques naturels, les bactéries font partie intégrante du
compartiment microbien au sein duquel des interactions, notamment biotiques, interviennent
(Bertrand et al, 2011).

En milieu marin, les interactions bactérie-phytoplancton sont largement décrites (Bratbak et
Thingstad, 1985 ; Rooney-Varga et al.,, 2005 ; Droop, 2007 ; Goecke et al., 2010 ; Tada et al., 2011;
Amin et al, 2012 ; Buchan et al, 2014). En particulier, les Vibrio spp montrent des affinités
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générales avec le phytoplancton (Hsieh et al, 2007), et plus spécifiquement avec certaines
especes, voire des antagonismes avec d'autres (Olofsson et al, 2013).

En outre, les communautés microbiennes évoluent dans le temps et dans l'espace au gres des
fluctuations de l'environnement : qu'elles soient naturelles ou anthropiques, régionales ou
globales, les conditions environnementales vont guider, orienter la structure des communautés
de bactéries et de phytoplanctons ainsi que leurs interactions. Les changements globaux y
contribuent largement, notamment ceux associés au réchauffement (Moran et al,, 2010 ; Vezzuli
et al, 2013). L'effet de l'augmentation des températures est également percu au niveau
trophique supérieur : 1'étude d'Asplund et al. (2014), soulevant la question de l'interaction héte-
organisme pathogéne entre la moule bleue (Mytilus edulis) avec la bactérie Vibrio tubiashi vis-a-
vis de la température, montre qu'il est fort probable que les conditions environnementales a
venir (au regard des projections climatiques) déstabiliseraient l'interaction en faveur du
microbien.

Dans le contexte climatique actuel (impactant notamment les températures des eaux de surface
de la facade atlantique (Costoya et al, 2015)), n'y a-t-il pas lieu de penser que I'évolution de ces
interactions biologiques s'exprime dans les pertuis charentais et se traduisent par 'émergence
d’épisodes de mortalité chez les moules bleues en association a une/des infections bactériennes?

L'étude des fluctuations environnementales des pertuis charentais sur le moyen terme montre
de récentes évolutions (Travers et al,, 2016) ; en effet, la typologie des 16 dernieres années, sur
une base climatique (température et pluviométrie) et hydrobiologique (flore phytoplanctonique
comme indicateur de «l'ambiance microbienne »), fait apparaitre des groupes d'années bien
distincts. Ainsi au regard de ces 16 derniéres années, on releve en 2011, 2014, 2015 et 2016 des
conditions climatiques hivernales et printanieres singulieres, plutot chaudes et pluvieuses,
associées a des baisses de diversités phytoplanctoniques (Figure 19).
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Figure 19 : typologie des années sur la base des conditions environnementales rencontrées dans le nord des
pertuis charentais (pertuis Breton) résultant d'une analyse triadique partielle (compromis) réalisée sur les
variables environnementales (du premier semestre des années 2000 a 2016 représentées de 00 a 16 et
identifiées en couleur pour les années a surmortalité) suivantes :

- climatiques (Météo France / station "Chassiron") : moyennes et écarts-types mensuels des températures
atmosphériques (Température et Température SD), cumuls mensuels des précipitations (Précipitation),

- hydrobiologiques (Ifremer/Quadrige/ station Rephy "L'Eperon terre”) : richesse générique (Generic richness) et
équitabilité (Equitability).

Les fleches correspondant a chacune des variables environnementales permettent de distinguer des conditions
particulieres pour chacun des 4 sous-ensembles de la représentation : ex. climat + et diversity - en haut a droite
pour l'expression d'un climat plutét chaud et pluvieux associé a des diversités phytoplanctoniques plutét faibles.

On observe cependant dans les pertuis charentais que I'année 2015, qui a présenté globalement
des niveaux de mortalités bien plus faibles que 2014 et 2016 (cf- § 2.2.1), est caractérisée par un
hiver plus froid et moins pluvieux que ces deux années la.

Ces observations montrent que les conditions environnementales des organismes aquatiques se
développant dans le nord des pertuis charentais ont globalement évolué ces derniéres années.
Parallelement depuis 2014, des épisodes de mortalité de moules sont observés chaque fin
d'hiver ou début du printemps et touchent différents secteurs de productions mytilicoles des
pertuis charentais et de vendéens (Travers et al. 2016).

Pour les trois derniéres années (2014-2016) et grace a I'analyse des données de lecture des
flores totales phytoplanctoniques bancarisées et réalisées par le REPHY, l'initiation du
phénomeéne saisonnier de mortalité survient de maniére relativement concomitante avec des
efflorescences printaniéres de phytoplanctons qui entrainent par nature des baisses de leur
diversité (Figure 20) : en nombre d'"espéces" ou taxons, au niveau du genre (richesse
générique), et particulierement de leur équilibre relatif (équitabilité).
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Figure 20 : dynamique des indicateurs de diversités phytoplanctoniques, richesse générique et équitabilité, des
mois de janvier a aodt en 2014 (en haut), 2015 (au milieu) et 2016 (en bas) a la station Rephy "Filiere W" du
pertuis Breton (lfremer/Quadrige). Les bandes verticales (polygones) de couleurs (bleu, vert et rouge pour
respectivement 2014, 2015 et 2016) correspondant a chaque année présentée en figure 16, illustrent la période
estimée de début de mortalité de moules s'appuyant sur la base des informations de terrain des professionnels et
des suivis conchylicoles de ['lfremer
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Les investigations menées en 2015 dans le cadre de I'action Morbleu par des approches NGS3 en
métabarcoding (Taberlet et al, 2012) montrent que la période d'initiation du phénomene de
mortalité de moules est également marquée par des modifications des équilibres bactériens
(Figure21).

En effet, parallelement a la baisse de la richesse taxonomique, on observe d'une part que les
abondances relatives des taxons bactériens (OTU) les plus dominants baissent au profit de
taxons plus confidentiels (Figure, graphique du haut) et, une baisse des abondances relatives de
la classe des Alphaproteobacteria au profit de celle des Flavobacteria, d'autre part (Figure 21,
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Figure 21 : évolution hivernale et printaniere de I'abondance relative des OTU (en haut) et de classes de
bactéries (en bas) a la station Rephy "Filiere W" du pertuis Breton en 2015. Les classes le plus représentées et
visualisables sur le graphique du bas figurent en gras. Les cadres verts sur chaque graphique illustrent la période
estimée de début de mortalité.

En 2015 dans les pertuis charentais, les épisodes de mortalité des moules ont été caractérisées
par des intensités spatialement variables : seul le secteur le plus maritime des filiéres du pertuis
Breton, a été touché significativement par le phénomene.

3NGS (Next-Generation Sequencing) : "Nouvelles technologies de séquencage qui permettent la production a moindre cofit
de milliers de paires de bases (pb) par seconde. Ces millions de séquences sont autant de nouveaux indices qui viennent
éclairer notre connaissance du vivant" (Cruaud et Rasplus, 2012).
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La comparaison détaillée des flores bactériennes aux trois points échantillonnés en 2015 permet
de distinguer des singularités sur le site situé au sein des filieres du pertuis Breton.

Parmi les bactéries spécifiques de ce site (identifiées en période de début de mortalité), on
compte de nombreux taxons appartenant a la classe des Flavobacteria. Cette classe présente des
especes pathogenes pour les poissons (Nicolas et al, 2008 ; Loch et Faisal, 2015), mais elle est
aussi incriminée pour des lésions cutanées spécifiques a certains crustacés (Chistoserdov et al,
2005).

En outre, la classe des Flavobacteria est également reconnue pour se développer lors de bloom
de phytoplancton, notamment dans la phase de dégénérescence de l'efflorescence algale
(Pinhassi et al, 2004 ; Buchan et al, 2014). Dans ce sens, les travaux de Scheibner et al. (2014)
montrent une émergence de taxons bactériens supplémentaires dans des conditions thermiques
plus élevées (simulant le réchauffement global), particulierement de Bacteroidetes (phylum de la
classe de Flavobacteria). Les conclusions de cette étude précisent également qu'au cours du
réchauffement, la communauté bactérienne serait en mesure de bénéficier de 1'efflorescence
phytoplanctonique de telle maniere que leur production compense les pertes liées a la
prédation.

Bien qu'aucun travail ne décrive actuellement de caractere pathogene aux bactéries de la classe
de Flavobacteria sur les mollusques marins (notamment les moules), Martins et al. (2013)
montrent que leur présence, en complément de bactéries pathogénes du genre Vibrio, induit des
réponses immunitaires plus fortes chez la moule d'eau profonde (Bathymodiolus azoricus) qu'en
leur absence. Ces observations sont autant de pistes qui ouvrent la voix a des expérimentations
de laboratoire pour tester I'hypothese d'une action conjointe de bactéries pouvant étre liée aux
phénomeénes conjoncturels de mortalité de moules. Ces expérimentations pourraient étre
développées dans le cours des années 2017, 2018.

Les nombreuses investigations complémentaires menées en 2016 dans le cadre de l'action
MORBLEU (en cours d'analyse) devraient permettre d'étayer le lien entre les équilibres
microbiens et les mortalités de moules. Les analyses de métabarcoding sont attendues
notamment pour soutenir l'idée de la concomitance d'événements entre le déséquilibre
microbien de fin d'hiver et de début de printemps (en tout ou partie lié a I'efflorescence
phytoplanctonique) et l'initiation du phénomeéne de mortalité : I'objectif étant de souligner un ou
des cortége(s) singulier(s) de bactéries et de phytoplancton. Egalement afin d'étayer
I'hypothese d'une association bactérienne liée aux épisodes de mortalité, les résultats d'analyse
d'individus (biote moule) moribonds et morts devraient permettre d'identifier la présence
d'éventuelles bactéries de la classe de Flavobacteria entre autres qui pourraient accompagner
les souches pathogénes incriminées et pour lesquelles de nouveaux outils de diagnostic
biomoléculaires sont en cours de validation au Laboratoire Ifremer Santé Environnement &
Microbiologie (LSEM) de Brest.

Dans tous les cas de figures, un lien entre 1'évolution des équilibres microbiens et les mortalités
printanieéres de moules semble se dégager dans les pertuis charentais.

Si des liens de causalité apparaissaient, outre le fait qu'un organisme ou un groupe d'organismes
puisse étre identifié comme responsable des mortalités, il conviendrait de réaliser des études
spécifiques en éco-pathologie et en épidémiologie pour préciser le poids des facteurs
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climatiques comme facteurs de risque dans 1'émergence de ce phénomeéne.

Discussion

Les hypothéses relatives aux facteurs environnementaux, biotiques ou abiotiques qui
favoriseraient l'apparition ou la transmission d'un processus infectieux et des mortalités
associées, paraissent essentielles dans la compréhension du phénomeéne étudié.

L’hypothese « effet site » par exemple, interroge et doit étre encore documentée. Ainsi, il est
établi que le naissain qui a pu provenir de secteurs a mortalités depuis 2014 (Pertuis Breton,
Pertuis d’Antioche, Baie de Bourgneuf) a servi par transfert a garnir d’autres secteurs mytilicoles
ou les mortalités ne se sont pas exprimées ensuite (ex. Baie St Brieux, Baie du Mont St Michel ;
Soletchnik et Robert, 2016 ; Allain et Bernard, 2016 - Contrat d’étude CRC Bretagne nord : les
mortalités de moules en 2014 et en 2016 vues par les professionnels). Ceci, alors qu'une partie
de la méme cohorte restée sur son bassin de captage d’origine (17, 85) pouvait neuf mois plus
tard présenter plus de 80% de mortalité.

Ce méme constat, lié a 'effet site et son environnement, est observé au travers des suivis annuels
du lot Mytilobs qui clairement chaque année depuis 2014 montre des niveaux de mortalité tres
variables d’un site a 'autre (ex. Vivier -Ille-et-Vilaine <10% vs Aiguillon -Sud Vendée- >80%),
que le lot initial provienne de cordes des Pertuis (Yves, 2014 et 2015) ou de la baie de Vilaine
(Pont Mahé, 2016).

Comment interpréter ces différences d’expression d’'un site a l'autre a partir d’'un lot unique
transféré dans les mémes conditions et a la méme période ? Cet aspect nécessitera des plans
d’expérience spécifiques a mettre en ceuvre comme cela est initié dans I'étude du potentiel
adaptatif des moules face aux épisodes de mortalité (cf. Chap. 4), de méme que des essais en
mésocosme a venir.

3.2. Hypothéses concernant ’animal (héte) et les agents
pathogénes

3.2.1. Une virulence particuliere des vibrions isolés lors des mortalités de
moules ? Bilan sur les essais de caractérisation des souches bactériennes :
virulence et mode de contamination

Bilan sur les essais de caractérisation des souches bactériennes: virulence et
mode de contamination

Les analyses en pathologie réalisées sur les lots de moules échantillonnés lors des épisodes de
mortalités 2014, 2015, 2016 n'ont pas permis de mettre en évidence de présence d'agents
infectieux exotiques ni de formes émergentes d'agents pathogénes déja connus en France.
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Cependant, la présence de bactéries appartenant au groupe bactérien Splendidus, et en
particulier a 'espéce V. splendidus a été détectée dans I'ensemble des échantillons analysés. Des
premiers résultats obtenus pour certains de ces isolats montrent qu'ils sont capables d'induire
des mortalités de moules en conditions expérimentales.

Des souches bactériennes majoritaires ont été isolées de différents lots a mortalité (LNR
maladies des mollusques marins). Elles ont été caractérisées par le biais de qPCR et de
séquencages ciblés (genes 16s, gyrB et hsp60) comme décrit par Ben Cheickh et al, (2016). Sur
I'ensemble des souches isolées dans les pertuis en 2014, plus de 85% des isolats cultivables
appartiennent au groupe polyphylétique Splendidus. De facon notable, 73% de ces souches
majoritaire ont pu étre affiliées a la seule espece V. splendidus (158 isolats).

En parallele, des essais d’injection intramusculaire (suspensions ajustées a DOgopo = 0.3) ont
permis d’évaluer la virulence de différents isolats. Des isolats virulents ont ainsi pu étre
identifiés (31 isolats induisant > 20% de mortalités sur les 88 testés). Ils appartiennent a
I'espece V. splendidus pour 71% d’entre eux et aux espéces V. atlanticus et V. kanaloae.

Ainsi, il existe des souches virulentes de V. splendidus capables d’induire en injection
intramusculaire des mortalités notables chez les moules. Afin de comparer les maladies
induites par ces souches bactériennes avec celle(s) observées depuis 2014 en France, des essais
de cohabitation ont été développés permettant des études histopathologiques comparables a
celles menées dans le cadre de la surveillance (Mytilobs-2, Repamo-2).

Avec ce protocole et une premiere souche isolée en 2010 (10/068), il a été possible d’induire
des mortalités, par cohabitation, atteignant 50% en six jours (

Figure. 22)
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La localisation bactérienne ainsi que les lésions observées sur des animaux prélevés au cours de
I'infection ont été étudiées. Des marquages sont observés dés le premier jour au niveau des
branchies par immunohistochimie avec un anticorps ciblant la bactérie initialement mise en
contact. Des marquages variables sont notés selon les individus, et certaines bactéries
apparaissent sous forme d’agrégats (Figure 23).
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Figure 23 @ observation des images
d’immunohistochimie :  branchies d’'un animal
contaminé. Les marquages en rose correspondent
aux marquages bactériens et les tissus sont
contre-colorés en bleu péle (x 40).

De fagon conjointe, il a pu étre noté différentes lésions par des colorations a I'hématoxyline-
éosine : des foyers bactériens en particulier au niveau des branchies (20 individus/40), des
granulomes inflammatoires dans le manteau (17 individus /40), des infiltrations hémocytaires
(26 individus/40) et une nécrose des épithéliums (branchies principalement, manteau et glande
digestive).

Parallelement a ces données expérimentales, des résultats d’histopathologie obtenus sur des lots
suivis en 2015 par le réseau Mytilobs sur différents sites ont permis d’observer des granulomes
chez des animaux infectés (> 20%) et trés peu sur les moules hors mortalité (Robert et
Soletchnik, 2016 ; Travers et al, 2016).

L’hypothése peut étre émise que la souche virulente utilisée ici (10/068, isolée en 2010)
induit des mortalités et surtout une maladie différente de celles rapportées en France depuis
2014.

De nouveaux essais avec d’autres souches bactériennes isolées a partir de 2014 seront réalisés
pour voir si certaines souches peuvent induire une maladie comparable a celle observée sur le
terrain et ainsi étre suspectées. A ce stade de I'étude, aucun isolat collecté lors d’épisodes de
mortalité en 2016 n’a été caractérisé par cette approche expérimentale et on ne peut donc
encore évaluer leur virulence.

Au dela de la caractérisation de la virulence de souches isolées lors des épisodes récents de
mortalités de moules, il s’agit aussi de disposer de bactéries virulentes capables de reproduire la
maladie observée depuis 2014. Ce modele obtenu, il devrait permettre de tester des hypothéses
relatives a l'infection et de déterminer les conditions permettant de transmettre la maladie (ex:
température, alimentation, stade sexuel, age,...).

3.2.2. Une part génétique ? Les animaux affectés en 2015 et 2016 : une
espece, une population particuliére touchée ?

Deux espéces de moules appartenant au genre Mytilus, M. edulis et M. galloprovincialis sont
présentes sur le littoral francais, et réparties selon une structure originale en mosaique, avec des
zones abritant 1'une ou l'autre des especes, mais également des zones d'hybridation entre ces
deux espéces (Figure 24). De plus, cette structure délimite des lignées différenciées et
notamment la lignée M. edulis du Golfe de Gascogne qui est celle principalement élevée dans les
pertuis charentais et en Vendée et qui alimente aussi en naissain la Bretagne Nord (transferts).
Cette lignée diverge des autres populations M. edulis, dont la répartition débute au nord du
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Cotentin. Certains mytiliculteurs s’approvisionnent en naissain de ces autres régions. Il parait
donc indispensable de préciser la ou les lignées génétiques qui ont été impactés en 2015 et
2016.

Par ailleurs, parmi les résultats obtenus en 2015, il avait été mis en évidence chez quelques
individus une ascendance génétique de type M. trossulus (hybride edulis/trossulus ?), autre
espece de moule non indigene des cotes francaises. Hors, en 2016 des publications scientifiques
ont rapporté d’une part, 'existence d’anomalies cytogénétiques hémocytaires sur les moules
edulis suivies dans de le cadre de l'action MORBLEU (Benabdelmouna et Ledu, 2016, voir §
3.2.3) avec des variations de niveaux de ploidie rappelant celles décrites au niveau de néoplasies
observées chez M. trossulus (Vassilenko and Baldwin, 2014); et d’autre part, I'existence de
néoplasies contagieuses chez M. trossulus (Metzger et al, 2016). Ces données interrogent sur de
possibles liens et ont justifié une approche spécifique.

Dans ce contexte, l'objectif était de définir 1'espéce, voir la lignée, de Mytilus qui a été
impactée ces deux dernieres années et par ailleurs de rechercher s'il existait un chimérisme
génétique edulis/trossulus (collaboration avec N. Bierne, Université de Montpellier).

M. edulis

M. galloprovincialis+— |

(Bretagne) (' HZ,

Vel HZ,
M eduiis Figure 24 : carte indiquant la distribution géographique
(Golfe de Gascogne) - connue des moules sur la fagcade Ouest de I'Europe.
e HZ
3

M. galloprovincialis

Dans le rapport scientifique de l'action MORBLEU-2015, les résultats obtenus avec 43
marqueurs génétiques analysés sur 843 moules échantillonnées en 2015 (échantillon
MORBLEU-2015, 336 survivantes et 478 moribondes) avaient été rapportés. Ces analyses
avaient permis de montrer que la majorité des moules étaient des Mytilus edulis du Golfe de
Gascogne (population) avec la présence de quelques hybrides edulis/galloprovincialis de
génération avancée (backcross de 3-5ime génération) a proximité de la zone de contact entre les
deux espéces en Bretagne sud, comme attendu (Bierne et al. 2003 ; Fraisse et al. 2016).

La présence trés rare et inattendue d’hybrides edulis/trossulus dans d’autres échantillons
analysés par I'équipe de N. Bierne (ISEM, CNRS-UM), a Pornichet et Arcachon notamment. Les
hybrides ne peuvent normalement étre produits que par '’hybridation entre une M. trossulus et
une M. edulis. Or, les populations les plus proches de M. trossulus sont au nord des iles
Britanniques en Ecosse et Irlande, en Mer Baltique et dans certains fjords de Norvege, de Mer de
Barents et de Mer Blanche. L’hypothése d’une introduction de M. trossulus par des activités
humaines dans des sites qui ne sont pas habituellement échantillonnées avait été proposée.



53 |

La publication en 2016 de l'existence de néoplasies contagieuses chez trois bivalves dont les
moules de Colombie Britannique, M. trossolus (Metzger et al. 2016), a amené a réévaluer les
résultats. En effet, dans ce contexte, il apparaissait d’intérét d’explorer la présence d’un
processus néoplasique associé a la présence de cellules originaires de l'espéce M. trossolus
« installées » chez des moules de I'espece M. edulis.

Pour explorer cette hypothese,, 'ADN mitochondrial de ces échantillons a été séquencé et les
niveaux de fluorescences des deux alleles des locus hétérozygotes finement analysés (Riquet et
al. 2017). Les résultats se sont révélés étre en accord avec cette hypothése. Des cellules
originaires de l'espece M. trossolus, sous forme de cellules néoplasiques, pourraient étre
présentes chez les moules bleues. .

Cependant, aucune signature de I'espéce M. trossolus n’avait été détectée par cette approche
dans les échantillons MORBLEU-2015. La méme démarche a donc été utilisée pour essayer de
détecter la possible présence d’'un chimérisme au sein de la méme espéce, M. edulis. Les
résultats ont permis de détecter des chimeéres génétiques edulis/edulis, mais seulement
chez sept moules sur les 840 analysées. Il s’agissait de cinq moribondes et deux vivantes.

En 2016, a laide de 96 marqueurs génétiques, 321 moules échantillonnées en 2016
(échantillon MORBLEU-2016) ont été analysées. En plus de vérifier la composition génétique
de moules provenant des sites ateliers de MORBLEU, quelques échantillons sauvages d’estuaires
et de ports ont aussi été analysés. 13 moules étaient des hybrides edulis/galloprovincialis de
génération avancée (backcross de 3-5¢me génération) et toutes les autres (308) étaient des M.
edulis du Golfe de Gascogne. Aucun signe de la présence de géne de M. trossulus n’a été
identifié sur cet échantillon de 321 moules. Des travaux sont en cours pour analyser la
possible présence de moules présentant un chimérisme génétique intraspécifique mais les
résultats préliminaires ne semblent pas signaler de telles chimeres. D’autres analyses par
ailleurs, ont cependant permis de retrouver quelques chimeres edulis/trossulus a Arcachon, en
Bretagne et dans le Pas-de-Calais, ainsi qu'une chimeére galloprovincialis/trossulus en Croatie.

L’analyse génétique se révele un outil intéressant et complémentaire aux analyses d’histologie et
de cytologie pour I'étude des néoplasies. C’est le seul moyen de démontrer I'existence d’un
processus de transmission de celles-ci (METZGER et al. 2016). Jusqu’a maintenant, cependant, les
analyses génétiques n’étaient pas dédiées a la recherche de néoplasies et seul 'ADN de
branchies était analysé. Pour les prochaines analyses il est suggéré d’analyser systématiquement
I’ADN d’hémolymphe et d’autres tissus afin d’améliorer la capacité a détecter un éventuel
chimérisme génétique lié a un processus néoplasique.

Cette approche sera mise en ceuvre dans le cours de I'action MORBLEU-2017.

En résumé: les analyses génétiques ont permis de définir de facon précise la composition
génétique des stocks d’élevage dans les régions impactées par les épisodes de mortalité.

La composition génétique de moules provenant des sites ateliers de MORBLEU/Mytilobs
en 2015 et 2016 montre que ces animaux étaient des M. edulis du Golfe de Gascogne, avec
la détection de rares hybrides edulis/galloprovincialis de génération avancée.

Par ailleurs, sur ces échantillons 2015 et 2016, la recherche de génes spécifique a I'espéce
M.trossulus a été menée pour rechercher un chimérisme interspécifique pouvant étre la trace
d’'un processus néoplasique : aucun signe de détection de géne de M. trossulus n’a été mis
en évidence sur les animaux testés. En revanche il a été détecté la présence d’'un possible
chimérisme intraspecifique au sein de l'espéce M. edulis qui pourrait traduire un
phénomeéne de transmission de cellules néoplasiques. Ces résultats restent a confirmer.




3.2.3. Des caractéristiques cytogénétiques variables dans les cheptels
mytilicoles en relation avec la mortalité 2015 et 20167

Caractéristiques cytogénétiques des cheptels mytilicoles en relation avec les épisodes de
mortalité de 2016

Dans ce cadre des mortalités anormales touchant les stocks mytilicoles en France, I'hypotheése a
été proposée que ces mortalités pourraient étre liées a une fragilisation des moules en relation
avec une possible modification de caractéristiques cytogénétiques. En effet, dans le cadre plus
large des phénomenes de mortalité massive récurrentes affectant les cheptels conchylicoles
depuis 2008, des études précédentes d’analyse de ploidie par cytométrie en flux d’huitres
creuses ont montré que la «qualité cytogénétique », estimée via l'occurrence d’anomalies
génomiques (cassures de I’ADN et variation de la taille du génome), est corrélé a I'état de santé
d’'un animal et sa réponse vis-a-vis des divers stress biotiques et abiotiques. Ainsi, la « qualité
cytogénétique » des géniteurs, celle de leurs descendants directs ainsi que les performances de
survie de ces derniers apparaissent comme liées.

En effet, la « qualité cytogénétique » des adultes géniteurs est primordiale non seulement pour
leurs performances biologiques propres, mais cette «qualité cytogénétique» est aussi
directement transmise a leurs descendants conditionnant ainsi leurs performances biologiques
(Benabdelmouna & Hemissi 2011 ; Benabdelmouna et al. 2011). Tout comme les huitres, les
moules sont aussi des mollusques bivalves sessiles et filtreurs en interaction directe avec un
environnement changeant aussi bien du point de vue sanitaire, avec la présence de nombreux
agents pathogénes, que du point de vue physico-chimique, notamment en relation avec la
présence de contaminants d’origine anthropique. Dans ce cadre, plusieurs travaux ont montré
que l'exposition de ces mollusques bivalves aux diverses contaminations environnementales
provoque une réduction de leur « qualité cytogénétique » se traduisant par divers dégats a
I’ADN et incluant des anomalies du cycle cellulaire et des modifications de la taille du génome
avec diverses aneuploidies et polyploidies (Bihari et al. 2003; Barranger et al. 2014).

Afin d’explorer cette hypothése de baisse de la « qualité cytogénétique » des stocks mytilicoles
touchés par les épisodes de mortalité en France, la cytométrie en flux a été utilisée afin d’étudier
ce parameétre chez des moules adultes d’élevage ou issues de stocks sauvages. En effet, les
anomalies génomiques des moules ont été souvent étudiées par cytométrie en flux (Vassilenko &
Baldwin, 2014). Ainsi, dans le cadre actuel des mortalités qui touchent les cheptels mytilicoles
depuis 2014 en France, la détermination et I'actualisation de I'occurrence des anomalies
génomiques dans les différents stocks de géniteurs ainsi que la spatialisation de cette
« qualité cytogénétique » paraissaient d’intérét pour éclairer les facteurs qui peuvent
favoriser ces mortalités.

Pour ce faire, en se basant sur les événements de mortalité de 2014 et 2015 permettant
d’identifier au niveau des pertuis charentais et de la baie de Bourgneuf des sites subissant de
facon récurrente les plus hauts taux de mortalité, des échantillons ont été collectés avant et
apres les épisodes de mortalité de I'année 2015 et 2016 dans plusieurs sites mytilicoles
répartis dans ces deux zones (Figure 25).

- En 2015, sept sites ont été prélevés, trois sites en Vendée, La Plaine, le Fiol et Maison Blanche,
et quatre sites dans les pertuis charentais, Filiére, Aiguillon, le Lay et Boyard ;

- En 2016, cinq sites prélevés, deux sites en Vendée, La Plaine et Maison Blanche, et deux sites
dans le pertuis Breton, Filiére et Ecluseaux (Figure 25). Par contraste, un site se trouvant en
dehors de ces deux zones de mortalité mytilicole a été fait I'objet de collecte d’échantillons : le
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site de la Vilaine en Bretagne sud ou aucune mortalité significative n’a été déclarée jusqu’'a
présent.

Au total, ces neuf sites ont été échantillonnés respectivement soit en 2015, soit en 2016, en
début d’année (avant mortalité) et durant I'été/automne (aprés mortalité). Apres leur
collecte, les différents lots de moules ont été stockés dans les structures sécurisées de I'écloserie
expérimentale du LGPMM de la Tremblade a raison d’un lot par bac alimenté en eau de mer
traitée aux UV. Ensuite, les analyses de la qualité cytogénétique de chaque lot ont été entreprises
par cytométrie en flux utilisant le marquage a liodure de propidium en prélevant
individuellement et de fagon non destructive un échantillon d’hémolymphe sur chaque moule
analysée. Le détail des protocoles et des résultats de 'année 2015 sont présentés dans une
publication liée a ces travaux (Benabdelmouna et Ledu, 2016a).
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Figure 25 : carte présentant les sites échantillonnés (A) en 2015 ou 2016 le long de la fagade Atlantique (cadran A) au
niveau de la baie de Bourgneuf (cadran B) et des pertuis charentais (cadran C).

Résultats
Analyses cytométriques

En se basant sur le pourcentage de noyaux non diploides dans 'hémolymphe, des valeurs seuils
fixant la «qualité cytogénétique » a I’échelle d’'une moule individuelle ou a I'échelle d’'une
population ont pu étre définies. Ainsi, une moule est considérée comme « normale » quand elle
présente moins de 10% de noyaux non diploides dans son hémolymphe et « anormale » au-dela
de cette valeur. A I'échelle d’'une population, le pourcentage moyen des noyaux non diploides de
tous les individus de ce lot indique la « qualité cytogénétique » du lot.

En 2015 comme en 2016, ces analyses ont permis d’identifier deux groupes de moules en ce
qui concerne leur « qualité cytogénétique » : des moules « normales » présentant un profil
cytométrique totalement ou exclusivement constitué de noyaux diploides et des moules
« anormales » dont 'hémolymphe contient des pourcentages variables de cellules non diploides
qui sont aneuploides, dans une gamme allant de I'hypodiploidie a I'hypotétraploidie.
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Durant 'année 2015, plus de 1300 moules ont été analysées par cytométrie en flux et cela avant
et apres les épisodes de mortalité.

Avant la mortalité, les données cytométriques montrent des résultats contrastés pour les
différents sites analysés (Figure 26). Il apparait clairement que tous les sites de la baie de
Bourgneuf (Fiol, maison blanche et Plaine) ainsi que le site «Filiere» du pertuis Breton
présentent la plus basse « qualité cytogénétique » avec une moyenne de noyaux non diploides
élevée allant de 18% a 23%. Le site « Aiguillon » du pertuis Breton présente quant a lui une
« qualité cytogénétique » intermédiaire (12%) alors que les autres sites analysés du pertuis
Breton « Lay » et « Boyard » présentent la plus haute « qualité cytogénétique » avec au plus 6%
de noyaux non diploides.
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Figure 26 : année 2015. Distribution du pourcentage des noyaux non diploides (%>2n) pour les échantillons
d’hémolymphe des moules analysées appartenant aux sept sites échantillonnés en 2015. La valeur sous le nom du
lot correspond au pourcentage moyen de noyaux non diploides de ce lot. Les analyses avant la mortalité sont

indiquées en noir et les analyses apres la mortalité en rouge.

Apres ces analyses pré-mortalité, les divers lots analysés ont subi des épisodes de mortalité
2015 et ont montré des niveaux tout aussi contrastés en ce qui concerne leur performance de
survie. Ainsi, les lots qui présentaient la meilleure « qualité cytogénétique » initiale ont aussi
présenté les meilleurs taux de survie alors que les lots qui avaient une basse « qualité
cytogénétique » initiale ont présenté une survie réduite. Il apparait donc que, a I'échelle d’une
moule individuelle ainsi qu’a I'’échelle d'un stock, le pourcentage final de mortalité est
significativement (r = 0.945, p = 0.001) corrélé a la « qualité cytogénétique » initiale (Figure 27).
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De maniere comparable, les analyses réalisées en 2016 (autres lots et deux sites
nouveaux en plus des trois communs a 2015) permettent de faire des observations
similaires par rapport a 2015 (voir Figure 28).

Ainsi, durant 'année 2016, plus de 800 moules ont été analysées par cytométrie en flux et cela
avant et apres les épisodes de mortalité. Comme en 2015, ces analyses ont permis d’identifier
deux groupes de moules en ce qui concerne leur « qualité cytogénétique ».

Avant la mortalité, les données cytométriques montrent des résultats contrastés pour les
différents sites analysés avec des différences significatives entre les sites (Tableau 3). Seul le site
de la Vilaine en Bretagne sud apparait comme ayant une haute « qualité cytogénétique » avec
une moyenne de noyaux non diploides de moins de 5%. Les sites vendéens «la Plaine » et
« Maison Blanche » présentent des moules ayant une « qualité cytogénétique » intermédiaire,
avec une moyenne de noyaux non diploides de 8%. Le site « les écluseaux » du pertuis Breton
présente une un nombre moyen de noyaux non diploides de 12% alors que le site « Filiere » au
niveau du pertuis Breton présente la plus basse « qualité cytogénétique » avec une moyenne de
noyaux non diploides de 17%.

Tableau 3 : test non paramétrique de comparaison de k échantillons indépendants de Kruskal-Wallis.
Les lettres en majuscules indiquent les groupes significativement différents (p-value<0,0001 donc < a
alpha=0,05).

Comparaisons multiples par paires suivant la procédure de Dunn / Test bilatéral :

Echantillon Effectif >mme des ranpyenne des rat| Groupes
%>2n | Vilaine 2016 157 28056,000 178,701 A
%>2n | Maison Blanche 2016 66 16240,000 246,061 B
%>2n | Plaine 2016 112 28937,000 258,366 B
%>2n | Ecluseaux 2016 63 19556,000 310,413 B C
%>2n | Filieres 2016 140 52202,000 372,871 C
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Figure 28 : année 2016. Distribution du pourcentage des noyaux non diploides (%>2n) pour les échantillons
d’hémolymphe des moules analysées appartenant aux cinq sites échantillonnés en 2016. Analyse avant (rouge)
et apres (vert) les épisodes de mortalité 2016.

Apres ces analyses 2016 sur les lots de moules avant mortalité, les divers lots analysés ont subi
des épisodes de mortalité 2016 et ont montré des niveaux tout aussi contrastés en ce qui
concerne leur performance de survie. Ainsi, le lot de la Vilaine qui présentait la meilleure
« qualité cytogénétique » initiale a aussi présenté le meilleur taux de survie. Par contre, le lot
issu des filieres et qui présentait la plus basse « qualité cytogénétique » initiale a aussi présenté
la mortalité finale la plus élevée ceci alors que les lots ayant eu une « qualité cytogénétique »
intermédiaire (Maison blanche, la plaine et écluseaux) présentaient aussi un taux de mortalité
intermédiaire. Il apparait donc que, comme en 2015, le pourcentage final de mortalité est
significativement corrélé a la qualité cytogénétique initiale et cela a I'échelle d’'une moule
individuelle ainsi qu’'a I'échelle d'un stock.

Apres la fin des épisodes de mortalité subis soit en 2015 soit en 2016, des analyses de
cytométrie en flux post-mortalité ont été réalisées sur les moules survivantes issues des
mémes lots décrits plus haut. A la différence des analyses pré-mortalité, les analyses post-
mortalité ne mettent en évidence aucune différence significative entre les différents sites et
tous les lots analysés présentent une haute « qualité cytogénétique ». Par ailleurs, pour
chaque lot, la comparaison entre les analyses pré/post-mortalité montre que la mortalité semble
toucher les individus qui présentent une basse « qualité cytogénétique » initiale, c’est a dire les
moules ayant plus de 10% de noyaux non diploides dans leur hémolymphe, puisque ces
individus sont retrouvés en moins grand nombre apres les épisodes mortalité (2015, Figure 26
et 2016, Figure 28). Des suivis individuels restent a réaliser pour confirmer ce point.

Analyses moléculaires et histologiques

En 2016, une premiere caractérisation histologique et moléculaire a aussi été initiée, avant la
mortalité, sur les deux types de moules identifiés par les analyses cytométriques. Des moules
présentant des profils cytométriques contrastés, et donc une «qualité cytogénétique »
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contrastée, ont été triées pour des analyses moléculaires et histologiques. Ainsi, pour chaque
moule triée, 'ADN a été extrait a partir de deux tissus différents (I’hémolymphe et les branchies)
et a été ensuite utilisé pour un génotypage moléculaire en utilisant huit couples d’amorces
microsatellites. Cela dans le but de vérifier s’il y avait ou non une différence de génotype entre
ces deux tissus.

Parallelement, apres les extractions d’ADN, les mémes moules ont été fixées et préparées pour
des analyses histologiques afin d’examiner leurs structure tissulaire et les types cellulaires
présents.

Les résultats obtenus sur les moules avant mortalité montrent des profils trés différents
pour les deux types de moules triées. Ainsi, les moules de haute « qualité cytogénétique » ne
présentent aucune différence de génotype entre hémolymphe et branchies, avec pour
chaque marqueur microsatellite utilisé, les mémes alléles (Tableau 4). De méme, les analyses
histologiques montrent un aspect normal pour ces moules avec de tissus qui ne présentent pas
d’anomalie (

Figure 29).

Tableau 4: profils microsatellites obtenus sur des moules de haute « qualité cytogénétique » (VL-
1/5/9/17/24/27/34/39) en utilisant 8 microsatellites (Me15/16 et Med---) amplifiés a partir de 'ADN individuel
extrait a partir de 'hémolymphe (H) et des branchies (B). Pour chaque moule, il n’y a aucune différence entre les
deux tissus et tous les marqueurs sont a I'état diploide (deux loci).

code Mel5-Mel6 Med740| Med737 Med379 Med362 Med733 Med367 Med722
120176 190190 152152 160170 102102 168172 212212 172172
120176 190150 152152 160170 102102 168172 212212 172172
176176 206206 154154 174194 96096 172172 214258 174196
176176 206206 154154 174194 96096 172172 214258 174196
120176 184124 154154 160176 104106 154154 192198 176196
120176 184184 154154 160176 104106 154154 198198 176196
176176 202202 150154 156156 102102 168168 216250 188220
176176 202202 150154 156156 102102 168168 216250 188220
176176 228708 154160 160160 102122 176176 240240 172184
176176 228228 156160 160160 102122 176176 240240 170184
176176 184196 154154 156156 104104 158158 204204 184184
176176 184196 154196 156156 104104 158158 204204 184184
176176 234734 164164 146150 102102 180180 216230 172180
176176 234234 164196 146150 102102 1280180 216230 172180
102102 168168 216222 174174

102102 168168 216222 174174

Figure 29 : profil histologique d’aspect
normal obtenu pour les moules ayant une
haute qualité cytogénétique
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De fagon intéressante, les moules de basse «qualité cytogénétique » montrent des profils
moléculaires et histologiques trés différents. Ainsi, les moules de basse « qualité cytogénétique »
présentent toutes des différences de génotype entre hémolymphe et branchies, avec pour
plusieurs marqueurs microsatellites, des alleles différents a la fois en taille mais aussi parfois en
nombre entre ces deux tissus (Tableau 5). Cette approche comparée entre tissus sera poursuivie
en 2017, avec plusieurs types de marqueurs, pour permettre une interprétation des données
observées.

Tableau 5 : profils microsatellites obtenus sur des moules de basse « qualité cytogénétique » (FL-L- 7/8/9/11 et
FLM-8/10/11) en utilisant 8 microsatellites (Me15/16 et Med---) amplifiés a partir de 'ADN individuel extrait a partir
de 'hémolymphe (H) et des branchies (B). Pour chaque moule, des différences variables de génotype existent

entre les deux tissus avec pour certains marqueurs microsatellites des différences d’alleles en fonction du tissu et
plusieurs marqueurs sont a I'état non diploide, avec des formes triploides et tétraploides.

code Mel5-Mel6 Med722
FL-L-O7B 176176
FL-L-O7H 176176
FL-L-08B 16176
FL-L-08H 16176
FL-L-09B 16176
FL-L-09H 16176
16176
16176
16176
176176
176176
176176

FL-M-11H 176176
FL-M-11B 176176

De méme, les analyses histologiques montrent un aspect anormal pour ces moules de basse
« qualité cytogénétique » analysées avant mortalité (Figure 30) avec de tissus qui présentent des
granulocytomes parfois étendus et d’importantes infiltrations hémocytaires dont la nature
exacte reste a identifier (hyperplasie, néoplasie...).

Figure 30: profil histologique d’aspect
anormal obtenu pour les moules ayant une
basse qualité cytogénétique montrant des
granulocytomes et des infiltrations
hémocytaires étendus.

Conclusions et perspectives

En 2015 comme en 2016, les analyses de cytométrie en flux réalisées sur ’hémolymphe révelent
une grande variabilité des lots de moules sur le plan du critere « qualité cytogénétique ». De
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plus, cette variabilité de la « qualité cytogénétique » initiale est aussi significativement
corrélée avec les performances de survie des moules. Il est important de rappeler que ce
méme phénomeéne de corrélation étroite entre qualité cytogénétique initiale et mortalité a déja
été mis a jour sur les naissains sauvages (de captage naturel) de C. gigas lors de diverses études
dans le cadre des mortalités d’huitres creuses observées depuis 2008 (Biovigilance, Capretar,
Caryocyto, ANR-Gimpec). La qualité cytogénétique des cheptels conchylicoles est donc un
facteur qui est corrélé a leur comportement face aux divers épisodes de mortalité.

Le suivi 2016 a mis en évidence une occurrence variable de moules anormales caractérisées par
la présence dans leur hémolymphe de cellules aneuploides/polyploides. Cette gamme de cellules
aneuploides/polyploides a déja été décrite lors de l'analyse de moules issues de zones
contaminées par des polluants chimiques (Bihari et al. 2003), mais aussi en association avec des
processus néoplasiques, appelés néoplasies disséminées ou néoplasies hémocytaires, qui
touchent non seulement les moules bleues mais aussi plusieurs autres espéces de bivalves
marins (Barber 2004 ; Carballalet al. 2015 ; Metzger et al.,, 2016). Pour explorer 'hypothese d’'un
processus néoplasique, des analyses histologiques et moléculaires sur des moules préalablement
identifiées par cytométrie en flux comme ayant une haute ou basse « qualité cytogénétique » ont
été initiées. Il apparait de ces analyses préliminaires que les moules de haute «qualité
cytogénétique » présentent toutes un profil histologique normal sans lésion identifiable et de
plus ne présentent pas de différence génétique en fonction des tissus analysés. De facon
intéressante, les moules identifiées comme étant de basse « qualité cytogénétique »
présentent des différences génétiques notables distinguant leur hémolymphe de leur
branchies avec, pour chaque moule, des marqueurs microsatellites souvent différents, en
taille et en nombre, entre ces deux tissus. Enfin, sur le plan de I'aspect histologique, ces
moules de basse « qualité cytogénétique » présentent, en dehors de la mortalité, un aspect
anormal caractérisé par la présence de nombreux hémocytes dans les tissus conjonctifs et de
nombreux granulocytomes dont la nature exacte reste a identifier au travers de recherches
additionnelles.

Quelle que soit son origine, impact génotoxique de polluants, néoplasie ou autre, il apparait que
la « qualité cytogénétique » des cheptels mytilicoles est fortement corrélée aux épisodes
de mortalité. Ce facteur apparait comme un facteur pouvant favoriser la survenue
d’épisodes de mortalité de moules décrits ces trois derniéres années sur le littoral
atlantique francais.

Des travaux proposés en 2017 devraient permettre d’approfondir les causes possibles de
variabilité de la « qualité cytogénétique » des moules.

3.2.4. Des conditions physiologiques particuliéres en lien avec les mortalités ?

Quel lien établir entre la période de ponte dans le Pertuis Breton (Filiéres) et les
premiéres mortalités ?

Les données d’observations réalisées par le réseau Mytilobs (Robert et Soletchnik, 2016) sur la
base des suivis en 2014, 2015 et 2016 permettent de faire trois constats :

i) les mortalités saisonnieres (hiver-printemps) observées depuis 2014 sur le site des filieres
(Filiere W) sont les plus précoces des pertuis charentaiset surviennent aprés que la
température a franchi 11°C (température qui correspond au début des pontes (Lubet, 1959 ;
Marteil, 1976) ;

ii) les mortalités saisonnieres (hiver-printemps) observées sur le site des filieres (Filiere W)
sont associées a la période de reproduction et a une maturation plus précoce pour ce site et
la structure d’élevage associée (en 2015, ler pic mi-avril, période durant laquelle les moules
étaient en gamétogénese active, (stade 3A et 3B - d’apres Lubet, 1959, voir
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Tableau 6 en Annexe 4 et Figure 31) ;

iii) les mortalités printaniéres observées sur le site des filiéres (Filiere W) marquent un arrét
entre mai et juin qui est concomitant avec la fin des pontes et une température qui s’éléve
au-dela de 16°C. Cette observation parait plus nettement lors des années a fortes mortalités
(2014, 2016).

D’un point de vue descriptif, tous ces éléments concourent a considérer pour le secteur des
filieres du Pertuis Breton que la période de ponte peut apparaitre comme un facteur qui
favorise I'occurrence des épisodes de mortalité au travers d’une fragilisation naturelle
des animaux durant ce stade physiologique critique.

On notera par ailleurs que ces animaux maturent plus tét sur ces structures du fait d’une
immersion permanente qui induit un effort de reproduction plus important pour les moules de
filieres en conditions marines que pour celles en zone intertidale et plus estuarienne (Garen et
al, 2004 ; Robert et al, 2007, Soletchnik et Robert, 2016). Ceci est mis en évidence par les
travaux du Mytilobs avec des prélevements histologiques tout au long des suivis mensuels et
trimestriels. Les échantillons sont constitués de 15 individus par site et par prélevement.

L’évolution de la maturation a la station Filiere W au regard de la température entre octobre
2014 et septembre 2015 est présentée en Figure 31.

Dans ce processus physiologique évidemment, I'environnement a travers la température
notamment joue un role de variable forcante essentiel.

Cette hypothése physiologique et environnementale pourrait justifier un plan
d’expérience spécifique pour tester ces facteurs (exploitation des collections de blocs fixés
pour histologie, essais expérimentaux d’infection par cohabitation a différents stades, différentes
températures...).
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Quel lien établir entre I'état physiologique, le transcriptome des moules et les
mortalités observées ?

L’objectif est ici de caractériser I'état physiologique et le transcriptome des moules dans les
pertuis (durant un épisode ou hors épisode de mortalité). Ces analyses permettront de définir le
niveau d’expression des génes de la moule bleue en épisode de mortalité ou hors épisode de
mortalité. Grace a la création du méta transcriptome de novo (MouTon) et de son annotation, la
fonction biologique potentielle associée a « ces génes » permettra une identification des voies
activées ou inhibées en réponse aux conditions analysées.

En fonction des génes différentiellement exprimés (approche basée sur les ARN totaux extraits
des tissus) entre conditions associées a la mortalité, il sera possible de détecter une/des
signatures laissant suspecter la présence d'un/de processus infectieux. Les niveaux
d’expression d’autres marqueurs de stress ou de détresses physiologiques pourront étre
également analysés pour soutenir une hypothese plus multifactorielle.

Pour cela, des échantillons de moules vivantes, collectés avant, apres et au cours des mortalités, sur des
sites impactés et peu/pas impactés ont été étudiés. Afin de caractériser les animaux échantillonnés, la
quantité de bactéries appartenant au groupe Splendidus présentes dans les tissus des animaux a été
déterminée, et les données d’histopathologie obtenues dans I'action MYTILOBS ont été utilisées. Les 24
échantillons, choisis a posteriori, selon la spatialisation, le niveau des mortalités de 2015 et les
indicateurs choisis, (quantité de bactéries et anomalies histo-pathologiques), ont été analysés par une
approche transcriptomique a haut débit (RNA-seq).

Le matériel et méthode correspondant aux résultats présentés ici est détaillé en Annexe .

Résultats

Assemblage du transcriptome de novo de la moule bleue

L’assemblage a été réalisé avec l'outil Trinity, suite a cet assemblage il a été filtré. 1l a été
identifié 517 388 contigs, ci-dessous sont présentées les statistiques de cet assemblage.

Statistique de I'assemblage filtré par Trinity

-Total trinity 'genes': 448 429
-Total trinity transcripts: 517 388
-Pourcentage de GC: 32.08 %

-Longueur médiane des contigs: 348
-Longueur moyenne des contigs: 439.54
-Nombre total de bases assemblées: 227410511

Les résultats obtenus de cet assemblage montrent qu'un grand nombre de contigs ont été
générés (517 388) avec une longueur moyenne d’environ 439, 54pb. Une analyse
complémentaire est en cours afin de vérifier ce résultat, les parameétres d’assemblage ayant été
changés.
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Comparaison des réplicats

(A)Filiere mars 2015, (B) Filiere avril 2015, (C) Loix en Ré avril 2015, (D) Yves avril 2015, (E)
Filiere mai 2015, (F) Filiére janvier 2015

Une analyse en composante principale a été réalisée sur tous les échantillons séquencés (n=24).
Sur la Figure , trois clusters sont observés, un cluster avec les échantillons de Mars-Avril de
Filiere est a part ce qui laisse supposer que le signal de I'évenement en cours a bien été
enregistré. Les échantillons Mai Filiere, Avril Loix en Ré, Avril Yves forment le deuxieme cluster
qui pourrait correspondre a un groupe d’échantillons ou I'événement est en cours ou déja passé.
L’échantillon de Janvier a Filiére forme un troisiéme cluster qui pourrait correspondre a un site
non impacté avant mortalité. Le lot A présente une variance intra échantillon, mais aussi cette
analyse montre des différences entre les lots.
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Figure 32 : analyse en composantes principales des lots séquencés. (A) Filiere Mars 2015, (B) Filiere Avril 2015,
(C) Loix en Ré Avril 2015, (D) Yves Avril 2015, (E) Filiere Mai 2015, (F) Filiere Janvier 2015.

Calcul de I'expression différentielle entre origine

Le calcul de l'expression différentielle a été réalisé avec le soft DESeq2, le différentiel
d’expression a été réalisé entre les différents lots (Tableau 6).

Différentiel -expressions|
AfBo g
AfCo
AfEo
AfFo
B/Eo
E/Fo
E/Co
E/Do

T

Tableau 6 : présentation de toutes les combinaisons analysées pour évaluer le
différentiel d’expression entre les différents lots, en prenant comme référence
soit A : Mars-Filiere (juste avant les mortalités), soit B : Avril — Filiere (début des
imortalités).

S

D

La Figure 33 ci-dessous représente les Volcano plots des différentes analyses de différentiel
d’expression pour le lot A par rapport a B, C, E et D. Ces graphiques ont été générés pour les
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autres conditions présentées dans le tableau, mais ne figurent pas dans ce rapport. Sur ces
graphiques I'ensemble des contigs différentiellement exprimés entre les conditions testées est
observé. Les points rouges correspondent aux transcrits présentant une expression supérieure a
2 ou -2 et ayant une p value <0,001. Il est observé plus de génes différentiellement exprimé avec
une valeur significative entre le lot A et le lot E, cela correspond a une expression différentielle
entre un lot A (avant les épisodes de mortalités) et le lot E du méme site apres mortalité.
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Figure 33 : représentation des « Volcano plots » des différentes analyses de différentiel d’expression pour le lot A
par rapport a B, C, E et D.

Conclusion et perspectives :
Ces données permettent de voir des tendances différentielles au niveau de I'expression des
génes en fonction des conditions testées. L’annotation du transcriptome de novo est en cours.
Apres avoir obtenu le résultat de l'annotation, il sera envisageable d’associer un gene
différentiellement exprimé et significatif (p<0.001) avec une fonction biologique putative.
Il est prévu de poursuivre ce travail en 2017.
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4. Objectif 3: Caractériser le potentiel adaptatif de
populations de moules face aux épisodes de mortalité
printaniére

4.1. Introduction

Suite aux épisodes de mortalités observées principalement au printemps chez les moules depuis
2014, I'lfremer meéne des expériences visant a en identifier les causes. A ce jour, les causes
exactes des mortalités restent inconnues, méme si deux hypotheses prépondérantes sont
avancées : une origine infectieuse, avec I'implication éventuelle de souches de Vibrio splendidus,
et la « qualité cytogénétique » des populations de moules utilisées en élevage.

En complément a la recherche des causes des mortalités, il est intéressant de caractériser les
capacités d’adaptation pour une meilleure résistance des moules face aux épisodes de mortalité
printaniere.

La voie utilisée pour évaluer les capacités de résistance accrue au phénomene a été de produire
des animaux en écloserie et de tester ces animaux en zone d’élevage, mais également en
conditions expérimentales. Cette production a nécessité 'utilisation d’animaux provenant de
zones d’élevages mytilicoles ou de populations sauvages de moules. Cependant, ces animaux
issus du recrutement naturel ne peuvent pas étre utilisés directement pour des suivis de la
résistance accrue au phénomene car il est impératif de connaitre la survie des animaux pendant
I'intégralité de I'historique de vie, notamment dans les premiers stades que 1'on ne peut bien
caractériser qu’en milieu contrdlé.

Par ailleurs, au-dela de I'étude du potentiel adaptatif des moules face aux épisodes de mortalité
(printaniere), ces mémes productions de lots d’animaux « qualifiés », a I’historique connu,
permettront aussi de disposer d’animaux contrastés pour réaliser les essais
expérimentaux visant a tester et établir les conditions ou facteurs favorisant la survenue
d’épisode de mortalités.

4.2. Lots produits en 2015 et suivi en 2016

Production

Deux lots de moules ont été produits en mars 2015 a I'écloserie de la station Ifremer de La
Tremblade (LGPMM). L’'un des lots, nommé ensuite lot GO-témoin, a été produit a partir de
moules échantillonnées sur le site d’Agnas en décembre 2014. Ces moules sont considérées
comme n’ayant pas connu d’épisodes de mortalité. Le second lot, nommé GO-lot sélectionné, a
été produit a partir de moules ayant survécu a des épisodes de mortalité dans la baie d’Yves en
2014 (premiéres « pressions de sélection » dans le milieu). Les deux lots ont donc pour origine
géographique la Charente-Maritime.

Les deux lots ont été produits par une ponte en masse utilisant 300 et 200 géniteurs pour les lots
témoin et sélectionné respectivement. Toutes les étapes d’élevages ont été réalisées a I'écloserie
Ifremer de La Tremblade.

Premier testage d’'une résistance accrue aux épisodes de mortalités en mer
En novembre 2015, trois poches de 100 moules (agées de huit mois) pour chaque lot ont été
mises sur le site de La Floride (site ostréicole en estuaire de Seudre) pour le suivi des mortalités
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(Figure 34). Le poids individuel moyen des moules était de 1,5g pour le lot témoin, et 1,7g pour
le lot sélectionné.

Figure 34: site de testage des deux
lots de moules sur le parc de La
Floride (étoile rouge) dans le
bassin de Marennes-Oléron

De novembre 2015 a mars 2016, aucune mortalité n’a été observée (Figure 35). A partir du 5
avril, les premiéres mortalités ont été enregistrées. Celles-ci se sont accentuées en avril et mai
pour atteindre 75% pour le lot Témoin et 37% pour le lot Sélectionné le 24 mai 2016. Ensuite,
des mortalités sont encore été observées, mais elles sont restées limitées. A la fin du suivi en
octobre 2016, les mortalités cumulées étaient de 78% pour le lot témoin et 46% pour le lot
sélectionné.

Ce premier testage a permis de mettre en évidence une différence de mortalité entre les deux
lots avec une mortalité moindre pour le lot sélectionné, suggérant une réponse positive a la
sélection pour améliorer la résistance des moules aux épisodes de mortalité printaniére
sur estran. Cependant, ces premiers résultats encourageants ont été réalisés dans un site
d’élevage non mytilicole. Cet aspect reste donc a étudier sur des zones plus représentatives des
pratiques culturales couramment utilisées en mytiliculture.
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Figure 35 : mortalités (moyennes et écart-types) des moules pour le lot Témoin et le lot Sélectionné de novembre
2015 a octobre 2016 sur le site de La Floride (la température de I'eau de mer est indiquée en vert).

Second testage de la résistance accrue aux épisodes de mortalité en mer

Les deux lots, conservés a I’écloserie du LGPMM, ont été de nouveau mis sur le site de La Floride
le 3 mai 2016 (poids individuel des moules 10g, age~14 mois) a la fin du pic de mortalité
observée pour le premier testage. Aucune mortalité n’a été enregistrée pour les deux lots suivis
et celle-ci reste inférieure a 5% en décembre 2016 apres sept mois de stabulation

Cette absence de mortalité indiquerait soit que les conditions environnementales n’étaient plus
favorables aux épisodes de mortalité, soit un développement d’une résistance accrue des lots de
moules testés, et enfin, soit une absence du ou des agents causaux.

Troisiéme testage de la résistance accrue aux épisodes de mortalités en laboratoire

Les deux lots, conservés a I’écloserie du LGPMM, ont été également testés en laboratoire. A partir
de février 2016 (11 mois d’age), 50 moules par lot ont été mises dans un bac alimenté en eau de
mer filtrée et traitée aux UV. Cette condition a été répliquée dans six bacs. Afin d’observer une
potentielle transmission horizontale d’'un agent pathogéne, 100 moules «sources» ayant
survécu a des épisodes de mortalité ont été mises en contact avec les lots témoin et sélectionné
dans chaque bac. Trois sources ont été utilisées, chacune étant mise dans deux bacs: moules
survivantes des épisodes de mortalités a Yves en 2014 et au laboratoire en 2015 (source
Yves_Sauvage), moules échantillonnées a d’Agnas en 2014 et survivantes d’épisodes de
mortalités en 2015 au laboratoire (source Agnas_Sauvage), et des moules produites en écloserie
en 2015 a partir des moules d’Agnas et ayant connu un épisode de mortalité au stade naissain en
laboratoire en 2015 (source Agnas_Eclo). Enfin, des bacs témoins ne contenant que les deux lots
d’écloserie ont également été suivis.

Pour les bacs témoin, aucune mortalité n’a été observée pendant la durée entiére du suivi
(février 2016 a janvier 2017). Pour les bacs contenant les sources, aucune mortalité n'a été
relevée de février a avril 2016. Les mortalités ont débuté en mai 2016 et elles ont été observées
tous les mois jusqu’a la fin du suivi en janvier 2017 (Figure 36). A cette date, la mortalité
cumulée était de 77% pour le lot témoin et 63% pour le lot sélectionné.

En fonction des sources utilisées et des réplicats, cette différence de mortalité entre les lots
témoin et sélectionné varie de -11% a + 37% (Figure 37). De méme, les sources ont également
montré des mortalités variant de 33% pour la source Agnas2_Eclo a 57% pour la source
Yves_Sauvage (Figure 37). Ces résultats suggerent que des moules survivantes a des épisodes de
mortalités survenus soit en mer, soit en laboratoire, peuvent étre affectées par des
épisodes de mortalité, et (2) les causes des mortalités peuvent étre différentes entre les bacs.
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Figure 36: mortalités (moyennes des six bacs) des moules pour le lot Témoin et le lot Sélectionné de février a
janvier 2017 en laboratoire (la température de I’eau de mer est indiquée en vert).
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4.3. Lots produits en 2016

De nouveaux lots ont été produits a I'’écloserie du LGPMM de la station Ifremer de La Tremblade
en janvier 2016. Comme pour les lots produits en 2015, les lots produits en 2016 utilisent une
ponte en masse des moules échantillonnées en 2014 a d’Agnas et Yves, et qui avaient été
conservées a I'écloserie. Les deux lots de moules, nommés témoin et sélectionné, respectivement
pour les origines Agnas et Yves, ont ensuite été élevés dans les installations sécurisées de
I'écloserie du LGPMM a La Tremblade, puis a la nurserie du LSPC a Bouin.

En octobre/novembre 2016, un testage élargi a été entrepris en testant le lot sélectionné et le
lot témoin dans huit sites en sollicitant en complément de l'action Morbleu, I'action de
surveillance Mytilobs et le centre technique SMIDAP (Tableau 7). Ce suivi réalisé dans des
conditions professionnelles et expérimentales vise a étudier les interactions entre les
génotypes et les environnements. Il est actuellement en cours.
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Tableau 7 : sites de testages pour I'évaluation de la réponse a la sélection pour améliorer la survie des moules.

Région Suivi effectué par Site Pratiques culturales

Normandie Ifremer (Mytilobs) Baie des Veys Poches

Vendée SMIDAP (Tescor) Le Fiol Bouchot

Vendée SMIDAP (Tescor) La Plaine-sur-Mer Bouchot
Charente-Maritime Ifremer (Mytilobs) Baie d’Yves Bouchot
Charente-Maritime Ifremer (Morbleu) Baie de I’Aiguillon Bouchot
Charente-Maritime Ifremer (Morbleu) Agnas Poches
Charente-Maritime Ifremer La Floride Poches

(Amélioration)
Charente-Maritime Ifremer (Morbleu) Ecloserie Bacs

5. Conclusions générales

En 2016, les objectifs de I'action de recherche MORBLEU étaient de : (i) continuer I'analyse des
données collectées en 2015, (ii) effectuer une nouvelle campagne d’études et d’observations in
situ pour mieux décrire le phénoméne de mortalités, (iii) formuler des hypotheses sur les
facteurs favorisants les mortalités et développer des essais pour tester ces hypothéses avec des
lots de moules présentant un potentiel adaptatif face aux mortalités.

En raison de I'observation d’épisodes de mortalité de moules dans de nouveaux sites fin 2015,
un nouveau site d’étude a été rajouté en baie de Bourgneuf. En 2016, les cinq sites ateliers des
pertuis charentais et de Vendée étaient : Maison Blanche, Filiére, Loix, Eperon, Boyard.

Description des mortalités

En 2016, des épisodes de mortalité massive de moules se sont produits pour la 3¢me année
consécutive. Elles affectent tout autant les lots sentinelles MORBLEU et Mytilobs que les
cheptels professionnels en élevage sur bouchots ou filieres dans les secteurs 17-85-44. Les
mortalités des pertuis charentais et de Vendée présentent des cinétiques variables selon les
sites. En fin d’élevage, les taux de mortalités de 50% a 85% ont un caractere exceptionnel au
regard des données historiques. Ils sont supérieurs a ceux rencontrés en 2015, et proches des
taux de mortalité de 'année 2014+ Malgré trois années consécutives de mortalité massive, le
naissain n’est pas affecté au moment du captage et le recrutement de chaque nouvelle
cohorte reste tres abondant.

Etude de I'environnement sur les sites ateliers
Peut-on identifier des conditions environnementales favorables a 'émergence des mortalités ?

En 2016, I’étude hydrobiologique concerne les sites de Maison Blanche (proche de Noirmoutier)
et les trois sites des Pertuis Charentais: Filiére, Eperon et Boyard. D'un site a l'autre, les
températures présentent de grandes similitudes et les salinités de grandes disparités.
Parallelement, les nutriments, les éléments traces métalliques dissous et les contaminants
chimiques, mesurés tout les 15 jours environ montrent: (i) que les concentrations des

4 Le contexte infectieux des mortalités ne fait par partie de 'action Morbleu. Il est étudié dans les actions du Repamo, du
Mpytilobs2 et du LNR
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nutriments (NO3, SiOH, PO4, NH4), en 2015 et 2016, sont dans la gamme haute des valeurs de
référence (REPHY et DCE), (ii) que les teneurs en éléments traces métalliques (13 éléments) ne
sont différentes, ni entre les trois sites ateliers (Boyard, Eperon, Filiere), ni entre les deux années
hormis pour le Cd, iii) que des contaminants chimiques hydrophiles sont détectés sur POCIS a
I'état de traces (<NQE- CMA) en 2015 comme en 2016, avec un effet saisonnier marqué. En 2015,
le site de Boyard, le plus impacté en hiver par les contaminants, ne présente pas plus de
mortalités de moules. Une analyse sur 'année 20155 ne montre aucune relation directe entre les
mortalités de moules et le matériel dissous, qu’il s’agisse des éléments traces métalliques, des
contaminants hydrophiles ou des sels nutritifs. En 2016 comme en 2015, les indices de diversité
phytoplanctonique sont particuliérement bas durant I'apparition des premiéres mortalités de
moules au printemps, cela au regard de séries temporelles de 15 ans. Ces faibles indices de
diversité sont particulierement marqués lors du développement de blooms phytoplanctoniques.
Ces résultats sont cohérents avec ceux montrant que I'apparition du pic printanier de mortalité
semble corrélée aux variations de la teneur en oxygéne dissous.

Par ailleurs des analyses statistiques réalisées sur 17 années (2000-2016) a partir de variables
climatiques et biologiques (diversité phytoplanctonique) permettent a nouveau de classer a part
les trois années a fortes mortalités, 2014, 2015, 2016 comme étant associées a une
typologie environnementale particuliere avec un climat hiver-printemps plutét par “doux
et pluvieux” et des indices de diversité bas. Parmi ces trois années, 2015, dont I'hiver a été le
plus froid, est également I'année avec de plus faibles mortalités.

L’étude de la dynamique des communautés bactériennes planctoniques (année 2015,
approche NGS, métabarcoding) montre que des déséquilibres importants apparaissent au
moment des premiéres mortalités. Il pourrait exister un lien entre la dynamique microbienne
printaniére et l'initiation des épisodes de mortalité de moules®. D’autre part, la survenue des
premieres mortalités de moules et celles des efflorescences phytoplanctoniques printaniéres
sont concomitantes avec les premieres pontes et le franchissement de la température au-dela de
10°C.

Organisme pathogéne suspect : En 2016, aucun agent infectieux réglementé n’est identifié sur
les échantillons de moules. La présence de bactéries majoritaires du groupe Splendidus est
systématiquement relevée dans les échantillons. Une souche de Vibrio splendidus pathogéne,
isolée en 2010 sur des moules en provenance de Brest, induit des mortalités en conditions
expérimentales, mais ne semble pas impliquée dans les phénomenes de mortalité de 2014 et
2015. Des expériences sont a conduire avec des souches isolées de moules a partir de 2014.

Les analyses génétiques montrent que les moules provenant des sites ateliers de
MORBLEU/Mytilobs, en 2015 et 2016, étaient des M. edulis du Golfe de Gascogne’. Aucun signe
de chimérisme M. trossulus/ M. edulis n’a été retrouvé sur les moules collectées en 2015 et 2016.
En revanche, I'observation de tres rares chimeéres génétiques M. edulis/M. edulis suggére un
possible processus néoplasique transmissible8. En 2016 comme en 2015, les analyses de
cytométrie en flux sur I'hémolymphe révelent une grande variabilité de la «qualité

5 L’ensemble des données 2016 n’était pas encore disponible.

6 De nombreuses données 2015 et 2016 sont encore & analyser (16S et 18S) pour éclairer cette hypothése.

7 Avec détection de rares hybrides edulis/galloprovincialis de génération avancée.

8 Afin de détecter plus de chimérisme, il est envisagé d’effectuer cette étude sur deux tissus : 'hémolymphe et le manteau.



77

cytogénétique » selon les lots et leur origine, corrélée aux performances de survie des moules.
Celles de basse « qualité cytogénétique » semblent se distinguer par un génotypage différent
entre leur hémolymphe et leurs branchies.

D’autres études visent a mettre en relation I'expression de génes avec des caractéristiques
physiologiques®. L’analyse des échantillons (2016) permet d’observer une expression
différentielle qui semble associée a un événement de mortalité. Des travaux initiés en 2015
montrent que un organisme pathogéne (étiologie infectieuse bactérienne établie) peut rester
présent dans les moules survivantes et induire une infection exprimée une 2¢me année. Ces
moules peuvent alors étre a 'origine de mortalités d’autres stocks de moules non impactés
auparavant au travers un processus de transmission de I'agent infectieux. Un lot de naissains
issus de parents survivant a un épisode de mortalité (lot Wild) a été comparé a un stock non
impacté (lot naif Témoin). Confrontés a un nouvel épisode de mortalité, le lot « Wild » meurt
moins que le lot témoin, traduisant ainsi une réponse adaptative positive face a un épisode
de mortalité des moules. Un testage élargi de ces deux conditions est prévu en 2017 sur huit
sites différents10. Ce suivi réalisé dans des conditions professionnelles et expérimentales vise a
étudier les interactions entre les génotypes et les environnements et ainsi évaluer le potentiel

adaptatif des moules face aux mortalités en cours1l,

Ainsi, en I'état actuel des connaissances sur les mortalités de moules (2014-2016), I'implication
de souches virulentes de V. splendidus est confirmée. De méme, pour la deuxieme année
consécutive, la mise en évidence de forts taux d’anomalies cytogénétiques dans les cellules
hémocytaires avant les épisodes de mortalité sont associés chez ces individus a des taux de
survie moindres. La découverte de rares chimeres génétiques edulis/edulis pose I’hypothése d’'un
potentiel processus néoplasique transmissible chez cette espéce. L’environnement semble bien
pouvoir moduler l'intensité des mortalités a travers des relations de type: [température -
maturation -  mortalités] et/ou [température - = équilibre et interaction
bactérienne/phytoplanctonique - mortalités]. Ces pistes restent a étudier plus précisément afin
de comprendre s’il s’agit 1a de concomitances évenementielles ou si il existe des facteurs
déterministes (a effet direct ou indirect) en relation avec les mortalités de moules.

9 Sur le plan méthodologique, 'annotation d’un transcriptome de novo est en cours.

10 Cette opération lancée fin 2016 est en cours et fait appel au deld de I'action Morbleu, a l'action de surveillance
Mytilobs et au centre technique du SMIDAP (Tescor)

11 1q production de lots d’animaux contrastés, a I'historique connu, permettra aussi de disposer d’animaux « qualifiés »
pour tester et établir les conditions ou facteurs favorisant I'expression des mortalités.
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7. Annexes

Annexe 1 : Décrire les mortalités de moules observées en 2016 et
préciser leur contexte environnemental, observation in situ

2.0bjectif 1 : Description du phénoméne dans les Pertuis et en Vendée

2.1. Dispositif et stratégie d’échantillonnage

Sites de I'étude MORBLEU-2016
Les coordonnées des sites suivis au cours de cette étude et instrumentés pour des mesures
hydrologiques en haute fréquence sont présentées dans le Tableau 8

Tableau 8 : Coordonnées des stations de mesures a haute fréquence d’acquisition

Station Lon EWGS84 |Lat N WGS84
Filiere W -1.375467 46.273729
L’Eperon -1.24376 46.263479
Boyard -1.200971 45.978756
Maison Blanche -2.204600 47.000411
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Annexe 2 : Caractérisation hydrologique et chimique de 3 stations de
I'étude : substances dissoutes (nutriments, éléments trace métalliques,
contaminants). Premiers éléments descriptifs

Contextualisation environnementale des mortalités, environnement abiotique.
Suivi des contaminants chimiques hydrophiles dans I’eau par POCIS

Les échantillonneurs passifs de contaminants de la colonne d’eau sont dispositifs particuliers
appelés POCIS (Polar Organic Chemical Integrative Sampler). Ceux sont des échantillonneurs
passifs intégratifs utilisés pour le suivi des contaminants hydrophiles (1<log Kow < 4) comme les
pesticides, les substances pharmaceutiques, les détergents, etc. Les POCIS permettent
d’échantillonner la fraction dissoute de ces contaminants sur des périodes de temps de plusieurs
semaines. Ce dispositif permet d’accéder apres calculs a la concentration moyenne des
contaminants (ng.L-1.J-1) sur la durée totale de I’exposition.

Données de la campagne d’évaluation de la contamination chimique de I'eau 2015 :

En 2015, entre février et début juillet il a été réalisé 11 campagnes d’exposition des
membranes en mer (14 jours d'immersion en moyenne) sur les 3 sites ateliers, Filiére, Eperon et
Boyard. A partir de ces échantillons 68 substances ont été recherchées, 20 sont détectées et
quantifiables. Parmi celles-ci 13* molécules sont systématiquement trouvées et
quantifiables dans tous les échantillons quelques soit le site atelier et la période
d’exposition (voir Tableau 9).

Données de la campagne d’évaluation de la contamination chimique de I'eau 2016 :

En 2016, entre février et début juillet il a été réalisé 7 campagnes d’exposition des
membranes en mer (23 jours d'immersion en moyenne) sur les 3 sites ateliers, Filiére, Eperon et
Boyard. A partir de ces échantillons 68 substances ont été recherchées, une quarantaine sont
détectées et quantifiables. Par rapport a 2015, cette augmentation du double du nombre de
molécules détectées est liée semble t'il a une amélioration de la sensibilité de la méthode
d’analyse par le laboratoire (LPTC -UMR EPOC Univ. Bordeaux1). Parmi les 40 substances
détectées 17 molécules sont systématiquement trouvées et quantifiables dans tous les
échantillons quelques soit le site atelier et la période d’exposition (voir

Tableau 9).

Les données présentées ici correspondent a des périodes et des durées de campagnes
différentes entre 2015 et 2016 et elles ne peuvent étre comparées globalement compte tenu des
forts effets saisonniers et de la différence d’échantillonnage (pertes de matériel pour certaines
campagnes).



1. acétochlore ESA

2 amrazine

3. atrazine 2 hydroxy

4. chlorotoluron

5. DEA*

6. Diuron

7. DMSA*

3. DMST

9 hexarinone

10. hvdroxy simazine

11.isoproturon®

12 metalaxyim

13. métazachlore

14. métolachlore

15. métolachlore ESA

16 métolachlore DA

17. nicosulfuron®

Tableau 9 : Liste des 17 substances détectées

systématiquement dans tous les échantillons en 2015
et 2016 (les substances 5, 7, 11 et 17 n'ont pas été
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Figure 38 : Concentrations des molécules détectées sur membrane POCIS au cours des campagnes de l'année
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Campagne 11
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Filiere 2016
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Figure 39 : Concentrations des molécules détectées sur membrane POCIS au cours des campagnes de 'année
2016 pour les trois sites ateliers Filiere, Eperon et Boyard et pour le site Noirmoutier (Maison Blanche) en Vendée
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Figure 40 : Empreinte moyenne de contamination sur 'ensemble des sites échantillons de février a juillet 2016.

Les concentrations sur les différents sites entre le mois de février et le mois de juillet 2016
suivent le méme profil de variation. Le suivi des concentrations laisse deviner un pic hivernal de
pesticides lié au métolachlore et a ses métabolites qui a vraisemblablement lieu sur les mois de
janvier et février. Le suivi suggere également un deuxiéme pic de contamination centré sur le
mois de mai 2016 (campagne 4 ou 5 selon les sites). L’empreinte de contamination ne varie pas

de facon significative dans le temps.




Tableau 10 : Liste des dates de campagnes d’exposition des membranes POCIS en 2015 et 2016.

Date de mise a num. Nbr. j(.)l.lrs .
l'eau Campagne mer exp(g)ltlon Code sites
27 janvier 2015 CAMP1 13 FI-EP-BO
9 février 2015 CAMP2 17 FI-EP-BO
26 février 2015 CAMP3 18 FI-EP-BO
16 mars 2015 CAMP4 16 FI-EP-BO
1 avril 2015 CAMP5 12 FI-EP-BO
13 avril 2015 CAMP6 15 FI-EP-BO
28 avril 2015 CAMP7 13 FI-EP-BO
11 mai 2015 CAMPS8 15 FI-EP-BO
26 mai 2015 CAMP9 16 FI-EP-BO
11 juin 2015 CAMP10 11 FI-EP-BO
22 juin 2015 CAMP11 15 FI-EP-BO
1 février 2016 CAMP1 29 FI-EP-BO
15 mars 2015 CAMP2 16 FI-EP-BO
30 mars 2016 CAMP3 19 FI-EP-BO
18 avril 2016 CAMP4 29 FI-EP-BO
17 mai 2016 CAMP5 27 FI-EP-BO
13 juin 2016 CAMP6 29 FI-EP-BO
11 juillet 2016 CAMP7 14 FI-EP-BO
26 janvier 2016 CAMP1 29 Noirmoutier
25 février 2016 CAMP2 29 Noirmoutier
25 mars 2016 CAMP3 31 Noirmoutier
25 avril 2016 CAMP4 30 Noirmoutier
25 mai 2016 CAMP5 27 Noirmoutier
21 juin 2016 CAMP6 31 Noirmoutier
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Annexe 3 : Premiers signalements de mortalités dans le pertuis Breton
en février 2014 et apports des fleuves

La toute premiére déclaration de mortalités de moules a eu lieu le 5 février 2014, sur des moules
« sauvages » captées sur des tables ostréicoles de la pointe de Groin (Fosse de Loix / ile de Ré).
Une représentation de la contribution des fleuves aux apports durant cette période, montre que
d’autres secteurs géographiques, au Sud Ouest du Pertuis Breton et d’Antioche (Ars en Ré,
Antioche, Les Saumonards) présentent des profils voisins de celui ou se sont déclarées les
mortalités (Erreur ! Source du renvoi introuvable.42). Durant cette période, la Dordogne et
la Garonne représentent environ 70% des apports, et les quatre autres fleuves (Loire, Charente,
Sevre et Lay), le complément.

Une analyse de 20 stations pendant 24 mois, montre que seul le mois de février 2014 (mois
d’émergence des leres mortalités anormales chez la moule) se caractérise par une aussi forte
influence des apports des fleuves: Sévre et Lay dans le nord du pertuis Breton, et Charente,
Garonne et Dordogne dans le sud du Bassin de Marennes-Oléron.

Apports
Tot. eau douce

>

[ | charente
- Lay
- Sevre
- Gironde
B e

Salinite 05/02/2014 R M 71
& Kilométres

Figure 41 : Contribution des fleuves internes et externes aux pertuis charentais lors de I'émergence des
mortalités de moules dans le pertuis Breton au cours de I'hiver 2014 (représentation pour février 2014). Le trait
bleu représente un secteur homogene de contributions des fleuves aux apports.



Annexe 4 : Quel lien établir entre la période de ponte dans le Pertuis
Breton (Filieres) et les premiéres mortalités ?

Tableau 11 : Liste des différents stades sexuels gonadiques chez la moules d’apres Lubet, 1959.

Stades | Observations & classement

0 Repos sexuel. Pas de tissus gonadique, follicules vides. Tissu de réserves
1 Beaucoup de gonies, sexe encore difficilement identifiable. Tissus de réserves.
2 Identification du sexe possible et présence de toutes les cellules germinales. Vitellogenese. Tissus de réserves.

3A1 Majorité des gameres miirs. Présence de toutes les cellules germinales et diminution des tissus de réserve.

3 A2 Gameétes préts a étre pondus. Présence de toutes les cellules germinales et absence de tissus de réserve.

3B Vidange par ponte +/- totale. Prédominance des cellules mitures. Pas de tissus de réserves sauf au stade 3B final.

3C Il reste des cellules mitures et on observe une nouvelle génération de gonies. Réapparition de tissus de réserve.

3D Emissions tardives. Les follicules ne contiennent que des restes de gamétes matures. Réapparition de tissus de réserve.




Annexe 5 : Quel lien établir entre I'état physiologique, le transcriptome
des moules et les mortalités rencontrées ?

Matériel biologique

Des animaux issus d’un lot de captage naturel (origine cordes du Pertuis Breton) déployé en septembre
2014 sur les 8 sites MYTILOBS, ont été prélevés tous les mois, a raison de 30 individus par mois, de
décembre 2014 a juin 2015. Ces animaux étaient congelés en azote liquide apres retrait de la coquille et
conservés a -80°C jusqu’au choix des échantillons.

Le Tableau 12 présente les pourcentages de mortalités cumulées enregistrés sur les différents
sites et les lots d’animaux ici étudiés. Un suivi temporel sur le site de Filiere a été privilégié, avec
un point de comparaison pour le mois d’avril avec les sites contrastés d’Yves et de Loix en Ré.

Tableau 12 : Mortalités cumulées enregistrées sur les animaux déployés par MYTILOBS et utilisés ici pour I'étude
transcriptomique (cases colorées en vert), lettre correspond au codage du lot pour I'analyse
bioinformatique.

déc-14 ]1a5n i f1esV e |avrs lrsal 11“5“1
Filiére 1% (F) 1(5;/; :;)% ?;:))%
]lizix . ?g)o/ ° |55%
2%
Yves (D;

Mise en poudre et extraction d’ARN totaux

Des broyats de moules entiéres ont été réalisés en azote liquide (Roescht). Les poudres ont été
conservées a -80°C avant d’étre utilisées pour des extractions individuelles d’ARN.

Les extractions des ARNs totaux ont été réalisées a partir une prise d’essai de 100mg de poudre. Ce
processus d’extraction se décline en trois grandes étapes, 1) Extraction des ARNs totaux par la
méthode Trizol, 2) élimination des possibles contaminations en ADN génomique par la TURBO™
DNAse puis 3) purification des ARNs totaux par la méthode direct-zol RNA MiniPrep (ZYmo Research).
Les ARNs ont été élués dans 60pl d’eau DNAse/RNAse free. Leur qualité a été validée au bioanalyseur
(Agilent). Les échantillons ont ensuite été poolés (4 pools de 3 individus par temps en condition
équimolaire) en fonction des résultats de quantification bactérienne obtenus en qPCR (réalisation de
pools orientée).

Séquencage RNA-seq

Les banques d'ADNc ont été fabriquées a partir de les ARN totaux de 24 échantillons. Ces
échantillons d'ARN étaient conformes aux critéres de pureté requis (A260 / A230 et A260 /
A280> 1,8) et le niveau de qualité (RNA Integrity Number RIN> 8) pour préparer une banque
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d'ADNCc pour le séquencgage. Les banques d'ADNc ont été construites en utilisant le kit «Truseq
ARN v2 Sample Preparation” (Illumina), selon les instructions du fabricant. Les ARNm contenant
du poly (A) ont été purifiés en utilisant le poly magnétique (T) des billes de 1-4 ug de chaque
échantillon d'ARN totaux. Un tampon de fragmentation a été ajouté pour fragmenter I'ARNm en
courts fragments d'une longueur moyenne de 155 pb (120-210 pb). A partir de ces fragments,
les premiers brins ont été synthétisés en utilisant hexamere aléatoire amorce et les deuxiemes
brins d'ADNc ont ensuite été synthétisés. Apres purification et la réparation de I'extrémité, ces
courts ADNc ont été ligués a des adaptateurs de séquengage (60 pb de chaque c6té) et enrichis
par réaction en chaine par polymérase (PCR, 12 cycles). Une série de fragments d'ADNc de 320 *
20 pb a été sélectionné a 1'aide E-GEL SIZESELECT 2% (Invitrogen). Les 24 banques d'ADNc ont
été normalisées puis chargées sur une flow-cell pour y étre séquencées sur un appareil de type
HiSeq Illumina ™ 3000 a Get-Plage (Plateforme Génomique, INRA, Toulouse), en utilisant le kit
TruSeq PE Cluster Kitv3 (2 x 150 pb).

Traitement des données de RNAseq

Le traitement des données a été modifié par rapport a ce qui était envisagé en 2016. L’analyse
des données a été réalisée en ligne de commande. Dans un premier temps il a été assemblé un
méta-transcriptome de novo chez la moule bleue a partir des données disponibles dans les bases
de données publiques et a partir des données issues de nos librairies. Cette étape est nécessaire
car actuellement il n’existe pas de génome ou de transcriptome de référence chez la moule bleue
M. edulis. 11 a été identifié un jeu de données disponible et pertinent (Romiguier et al. 2014).
L’utilisation de Trinity de novo RNAseq permet de construire ce transcriptome de novo. La
deuxiéme étape du traitement est d’aligner toutes les séquences des 24 librairies sur le méta-
transcriptome de novo, cet alignement permet de déterminer le niveau d’expression. Une
analyse statistique Deseq2, (Love et al 2015) permet d’obtenir les génes significativement
différentiellement exprimés entre deux conditions. Enfin une derniére étape est encore en cours
d’analyse qui consiste a annoter le méta-transcriptome de novo afin d’obtenir la fonction
biologique de chaque contigs.



