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ABSTRACT. 
The anomalies in the reproduction of the Japanese oyster in the Bay of Arcachon 

were studied by concentrating our research on the action of different micropollutants on the 
larvae of C'1.aMo6t'1.e.a g<ga.). The larvae show a great sensitivity to these stress factors. The 
toxlClty levels of these coumpounds on the fecondation, the formation of D larvae and narticularlv 
on the growth of the veligers were determined and the techniques used are descr ibed. ' , 

The action of these micropollutants on the growth of two algae, Chae.tOc.e.'1.06 c.alc.<t'1.an6 
and IMC.h'1.lj6<6 galbana, which are used as food for the veligers is also analysed. 

Finally, bioassays were carried out with sea water and sediments collected from diffe­
rent areas and by extrapolating with the laboratory results the degree of contamination is 
shown. 

RESUME. 

L'étude des anomalies de la reproduction de C'1.aMo6t'1.e.a g<ga6 dans le bassin d'Arcachon 
a été abordée par la mise au point de protocoles expérimentaux tentant à dégager l'action 
de différents altéragènes sur les véligères; ce matériel biologique s'est révélé particulièrement 
intéressant compte tenu de sa grande sensibilité aux facteurs d'agression. Les techniques utilisées 
sont décrites. Elles s'appuient sur la recherche des limites d'action des produits qui sont testés 
sur les fécondations, la formation des larves D et leur croissance. En outre la sensibilité aux 
III irropolluants des algues fourrages servant à l'alimentation des véligères est précisée. 

Elevages larvaires et suivi de la croissance al gale permettent enfin d'évaluer la qualité 
de l'eau de mer et des sédiments en zone conchylicole. 

MOTS CLES : Ecotoxicologie, bio-essais, larves, C. g<ga6, Algues unicellulaires, IMC.hlj6<6 galbana, 
Chae.tOc.e.106 C.alC.<t1a.Yl6 
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INTRODUCTION. 

La mise au point de la reproduction des huitres en milieu contrôlé a été motivée 

par le déclin de l'industrie ostréïcole : réduction progressive du captage, liée à une dégradation 

du milieu (LOOSANOFF, 1969). De même l'étude des mortalités larvaires de C'1.aMo6t1.e.a g<ga6 à 

Arcachon a été effectuée à l'aide des expériences d'écophysiologie et de molysmologie larvaires 

(HIS et ROBERT, 1985). 

Les techniques mises au point sont décrites avec leurs particularités et leur intérêt. 

Les différentes applications sont exposées. 

Protocole expérimental, particularité des techniques. 

Les élevages larvaires. 

Le conditionnement des géniteurs permet d'obtenir des produits sexuels toute l'année. 

L'émission des gamètes est provoquée par chocs thermiques (passages répétés de 28 ! 10 C à 15 ! 

IOC toutes les demi-heures). L'obtention des gamètes par scarification de gonades est proscrite 

car elle peut donner lieu à l'utilisation de produits non mûrs. 
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Les ovocytes récuperes sur un tamis de 32 I-lm sont comptés et répartis à raison de 

30.000/litre dans des béchers stériles contenant 2 litres d'eau de mer filtrée à 0,2 I-lm, aux 

différentes concentrations du micropolluant étudié (2 témoins et 2 élevages par concentration). 

Les fécondations sont effectuées en présence de l'altéragène 

a vOir une action directe sur les gamètes (HIS et ROBERT, 1980). 

certains peuvent, en effet, 

Les résultats obtenus par utilisation, SOit d'oeufs déjà fécondés, soit de larves D de 

24 heures semblent moins fiables; surtout lorsque les véligères proviennent d'une éclose rie 

de type industriel (W A TLING, 1978) : plusieurs couples parentaux sont utilisés et le maténel 

biologique est sélectionné par tamisage, les larves les plus performantes étant réservées à 

la production de naissain. 

Les élevages sont maintenus à la température de 24~ 10 C, à l'obscurité et sans aération 

(ROBER T et ai., 1982). 

Un premier changement d'eau est effectué au bout de 24 heures : les larves D sont 

déjà formées dans les témoins; on les répartit à raison de 16.000 dans chaque bécher de 2 

litres; puis le renouvellement a lieu tous les deux jours pendant la durée des observations 

(9 à 12 Jours). 

Les véligères sont nourries sur la base de 100 cellules /I-ll d'élevage à l'aide de cultures 

d'ZbOc.h'1.ljb.i.b galbana et de ChaetOc.e'1.Ob c.alc..i.t'1.ano va'1.. pUbWum (HELM et MILLICAN, 1977). 

Chaque changement d'eau donne lieu aux observations suivantes: 

- pourcentages de larves D obtenues dès les premières 24- heures, 

- pourcentages de véligères anormales. Il s'agit, soit d'anomalies au niveau du velum 

qUI présente des excroissances irrégulières (CALABRESE et af., 1977) ou de la véliconche (LE 

PENNEC et LE ROUX, 1979). Le comportement des larves est observé: nage, mobilité, coloration 

du tractus digestif, traduisant la prise en charge ou non de la nourriture disponible. Les pourcen­

tages d'anomalies ne doivent pas atteindre 5 % dans les témoins (WOELKE, 1972), les valeurs 

supérieures à 10 % admises par certains auteurs permettent de mettre en doute la validité 

de leurs observations. 

- pourcentages de mortalités par élevage. De la même façon ne peuvent être considérées· 

comme valables que les expériences dans lesquelles les mortalités culminent à 10 % dans les 

témoins pendant les observations. Les valeurs de 30 à 50% que l'on trouve dans la littérature 

sont excessives et traduisent l'intervention d'artefacts (action bactérienne par exemple). 

- croissance larvaire. Cinquante véligères par élevage sont mesurées sur cliché photogra­

phique à l'aide d'une binoculaire stéréoscopique munie d'un micromètre oculaire. Les hauteurs 

moyennes sont donc calculées sur 100 individus par concentration, à 1,5 I-lm près, avec intervalle 

de confiance, au seuil de sécurité de 95 %. 

En aucun cas la LC 500u la LC 1 00 ne sont utilisées. En effet, un ralentissement sensible 

de la croissance larvaire suffit à hypothéquer les chances de maintien d'une espèce dans un 

biotope donné. La durée des observations (9 à 12 jours) permet de discerner les anomalies 

de croissance liées à l'action des toxiques; une durée de 4-8 heures, fréquemment utilisée par 

les auteurs ne le permet pas : l'expérience montre, en effet, que l'action du polluant peut 

n'être sensible qu'au bout d'une semaine d'expositIOn. 
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L'action d'une dizaine de micropolluants sur les véligères de GtaMo6t'Le.a g<ga6 a été étu­

diée ces dernières années (sels métalliques, pesticides, herbicides), avec les seuils d'action 

compris entre 5.10-2 Ilg.1-1 et 5.102 Ilg.1-1; or il est impossible de présager du seuil d'action 

des toxiques. Un test préliminaire est donc nécessaire; d'une durée de 48 heures il permet 

de dénombrer les pourcentages de larves D anormales obtenues par une gamme très étalée 

de concentrations, et de choisir les teneurs à tester pour les observations définitives. 

Les cultures d'algues monocellulaires. 

L'action des altéragènes sur les multiplications cellulaires des algues fourrages, 16 0 c.h'Ltj-

6<6 galbana et Chae.tOc.e.'l:06 c.alc.<t'Lan6 est étudiée. Les tests sont effectués dans des erlenmeyers 

de 2 litres contenant un litre de milieu de Conway (W ALNE, 1966) enrichi en métasilicate 

de sodium dans le cas de la diatomée. Sont généralement testées les valeurs égales ou inférieures 

à celles qui retardent la croissance des véligères; en effet, au dessus de ce seuil, le produit 

exerce une action suffisamment néfaste pour qu'il représente un danger pour la reproduction 

de l 'huitre. Les cultures, en double exemplaire pour les témoins et les différentes concentrations, 

sont maintenues sous éclairage constant, à la température de 20~ lOC et à la salinité de 27 

p.mille. Chaque culture reçoit un inoculum de départ tel que la concentration initiale soit 

de 106 cellules/ml; on procède à une agitation mécanique trois fois par jour. Les mesures 

de densité cellulaire sont effectuées au compteur de particules (Coulter Counter) pendant 

21 jours; les témoins sont en phase stationnaire. Les observations sur la croissance des algues 

et des véligères sont complémentaires. En effet, les véligères de bivalves, et celles de C'LaMo6t'Le.a 

g<ga6 en particulier, présentent des exigences nutritionnelles particulières. Dans le milieu naturel, 

les échecs de la reproduction ont pu être mis en relation avec un déficit nutritionnel (LOOSANOFF, 

1950; BERG, 1971; HIS et ROBERT, 1985). L'étude d'impact d'un altéragène doit donc inclure 

des recherches concernant son influence sur les algues fourrages de façon à lever l'hypothèque 

d'une éventuelle action par voie indirecte. L'utilisation d'un phytoflagellé (P'Ltjmne.b<ophtjc.ée.), 160C.h'Ltj-

6<6 galbana et d'une diatomée c~ntrique Chae.tOc.e.'L06 c.alc.,(t'lan6 est intéressante; outre la qualité nu­

tritionnelle de ces deux algues pour les larves de C'laMo6t'le.a g<ga6, la réponse des algues unicellulai­

res aux herbicides, par exemple, varie en fonction de la position taxonomique de l'algue étudiée 

(HOLLISTER et WALSH, 1973). 

Les observations permettent de mettre en évidence la progression de l'action des 

altéragènes en. fonction de leur toxicité croissante (tableau 1). Sera considérée comme seuil, 

la concentration en dessous de laquelle on n'observe: 

- aucun ralentissement de la croissance larvaire pendant la période minimum de 9 

jours après les fécondations. 

- aucune action sur les multiplications cellulaires des algues fourrages utilisées pendant 

les 21 jours d'observations. 

Imérêt du choix de C'laMo6t'Le.a g<ga6, Champ d'application çies élevages larvaires de C'LaMo6t'Le.a 

g<ga6. 

Intérêt du choix de C'LaMo6t'Le.a g<ga6. 
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ACT LON D IRE C T E 
(sur les larves). 

PAS.DE LARVES D ou LARVES ANORMALES 

..... Inhibition des fécondations . 

..... Inhibition de la segmentation. 

..... Trochophores aberrantes . 

..... Larves 0 anormales . 

LARVES D NORMALES 

Perturbation de l'alimentation 

Inhibition de la croissance. 

..... Réduction de la croissance . 

. . . . . Pas d'action sur l a croissance. 

ACT ION 
l N D IRE C T E 

(sur les algues fourrages). 

Action sur les algues 

fourrages. 

SEUIL INFERIEUR D'ACTION DU TOXIQUE 
::z: 
Cl 
>-i 

t-
u 
:=J ..... Pas d'action sur la croissance. Pas d'action sur les 
Cl <.O? 

Cl 
0::: 

<.O? algues fourrages. 

CL 

Tableau Progression de l'action des altéragènes sur les oeufs, les embryons et 

les larves de Crassostrea gigas en fonction de leur toxicité croissante. 
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Il n'est pas possible d'estimer ou de prévoir les conséquences de la transformation, 

de la complexation ou de l'intéraction des altéragènes sur leur toxicité : seuls les systèmes 

vivants peuvent intégrer toutes les variables qui sont importantes sur le plan biologique (STEBBING 

et a!., 1980). Le choix d'un matériel biologique particulièrement sensible aux facteurs d'agression 

est donc fondamental c'est le cas des embryons et des premiers stades larvaires de bivalves; 

les stades larvaires et juvéniles des invertébrés marins sont en effet les plus sensibles aux 

stress des polluants (CONNOR, 1972; COSSON et MARTIN, 1981; SHEFFRIN et al, 1984). 

De plus, bien qu'on ne sache pas exactement si les résultats obtenus sur les embryons d'hui tres 

sont applicables à d'autres espèces, WOELKE (1967) estime que quand les huitres se reproduisent 

bien c'est en général également le cas pour les autres organismes marins. 

La maturation et l'émission des gamètes chez la plupart des bivalves peuvent être 

obtenues toute l'année; il est facile de réaliser les fécondations sous des con di tions expér imenta­

les; le nombre important d'ovocytes émis par une seule femelle (plusieurs millions) permet 

de mener en même temps un nombre important d'élevages en faible volume. 

De nombreux animaux utilisés en toxicologie ne trouvent pas en laboratoire des condi­

tions optimales; il s'en suit "une aggravation de l'action néfaste des polluants" (AMIARD­

TRIQUET, 1983). Les véligères, au contraire, croissent et se métamorphosent normalement 

même en faible volume, ce qui indique un bon déroulement de la vie larvaire. 

Malgré l'intérêt que présentent les larves de moules en écotoxicologie (LUCAS, 1976), 

celles des huitres creuses sont généralement deux fois plus sensibles aux facteurs d'agression 

(MAR TIN et a~., 1981). Ces résultats basés sur des observations de laboratoire se sont révélés 

exacts en ce qUi concerne le bassin d'Arcachon, puisque la reproduction de C'1.aMobt'1.e.a gi.gab a été 

perturbée de 1977 à 1981 et non celle de Myti.!Ub gaUop'1.ovi.nc..i.aÜb. 

C'1.aMobt'1.e.a vùgi.ni.c.a, espèce très voisine de C'1.aMobt'1.e.a gi.gab en ce qui concerne le 

déroulement de la vie pélagique, a très souvent été utilisée en toxicologie (CALABRESE et 

aL,1967, 19-73, 1977; DAVIS, 1961; DAVIS et HIDU, 1969; HIDU, 1965, par exemple). Néanmoins 

ces dernières décennies, l'aire de répartition géographique de C'1.aMobt'1.e.a gi.gab a été largement 

étendue : région asiatique, Europe, Amérique du Nord et Canada, Australie. Son importance 

commerciale est beaucoup plus considérable que celle de l'huitre américaine et elle tend à 

devenir le matériel de choix en écotoxicologie marine (voir synthèse de DESLOUS-PAOLI, 

1982). 

Champ d'application des élevages larvaires de C'1.aMobt'1.e.a gi.gab. 

Outre les études concernant l'action directe des altéragènes, les larves de C'1.aMobt'1.e.a 

gi.gab sont utilisées pour la surveillance des zones littorales. On peut estimer avec CHAPMAN 

et LONG (1983) que la surveillance des pollutions marines par voie chimique et par étude 

des communautés benthiques, doit être complétée par dé"~ "essais biologiques" sur des échantillons 

d'eau prélevés dans le milieu. WOELKE (1967,1972) propose l'utilisation des embryons de 

C'1.abbObt'1.e.a gi.gab. Cette méthode a permis de mieux appréhender les causes des anomalies 

de la reproduction à Arcachon (HIS et a!, 1983 b, HIS et ROBERT, 1985) et de mettre en éVIdence 

la décontamination de cette zone conchylicole perturbée par les sels organométalliques de l'étain; 

les méthodes chimiques n'étant pas assez sensibles (HIS et aL , 1983 a). 
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Peuvent être recherchées par la technique des bio-essais, l'incidence des eaux de 

rUlssellement sur le potentiel reproducteur des zones conchylicoles (HIS et al., 1983 b) ou l'inci­

dence des rejets de dragage des zones portuaires (NELSON et aL, 1983); dans ce dernier cas, 

les auteurs démontrent l'existence d'une toxicité résiduelle un mois apres les déversements 

dans la zone de rejet. Enfin, les élevages permettent d'évaluer le degré de contamination 

des sédiments eux-mêmes (CHAPMAN et MORGAN, 1983). 

Néanmoins, les. auteurs basent généralement leurs observations d'une durée de 48 

heures, sur le seul développement larvaire. Des données plus précises doivent être obtenues 

par l'établissement des courbes de croissance et par les observations sur les multiplications 

cellulaires des algues fourrages. 
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