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Introduction générale

La conchyliculture dans les pertuis charentais représente indéniablement l'une des activités

économiques les plus importantes. Sur cette zone, ce sont prés de 7800 ha qui sont occupés
par des concessions ostréicoles, dont 3000 ha de marais littoraux (Prou et Héral, 1998).
Ainsi le secteur de Marennes-Oléron représente, avec 25000 tonnes d'huitres creuses
produites en 1996, prés de 18 % de la production nationale de ce mollusque, alors que ce
secteur représente a lui seul prés de 45 % de la commercialisation des huitres a 1'échelon

national. (Web Ministére de 1'Agriculture et de la Péche, 1998).

Il faut remonter au XVII® siécle pour voir se développer la culture de I'huitre plate (Ostrea
edulis) dans le bassin de Marennes-Oléron. Papy (1941) a montré que, dés 1688, une partie
des salines de la Région de Marennes-Oléron était utilisée pour y placer des bivalves. Ces
bassins, baptisés 'claires', servaient a I'engraissement et au verdissement des huitres. Depuis,
l'affinage est devenu une phase traditionnelle de I'élevage des huitres dans cette région. Cette
pratique a pour but d'améliorer leur qualité sur le plan organoleptique, par l'engraissement,
mais aussi sur le plan "esthétique" par le verdissement des mollusques immergés dans les

claires.

Rincé (1978) a montré en baie de Bourgneuf, que dans ces types de bassins d'eau de mer, le
peuplement algal est composé a 90 % par des diatomées, le reste étant constitu€ de
Dinoflagellés et de Chlorophycées. Dans cette méme région, Robert (1983), par un suivi
quantitatif saisonnier des populations de diatomées des claires, a de plus montré que les eaux
y séjournant présentaient un contingent d'espéces variables mais dont les densités
numériques oscillaient entre 10* et 10° cellules.L™". 11 a aussi observé qu'au printemps, a

l'automne et en début d'hiver, se produisaient des phénomenes de "fleurs d'eau” conduisant a



Introduction générale

la prolifération d'une ou deux espéces, parmi lesquelles Skeletonema costatum (Cleve),
Nitzschia closterium (Smith) et Haslea ostrearia (Simonsen). Ces "blooms" de diatomées
apparaissent de facon saisonniére avec une certaine régularité ; cependant ces phénomeénes
restent imprévisibles et disparaissent aussi vite qu'ils sont apparus.

Cest 2 la fin du XIX" siécle que le rdle d'Haslea ostrearia fut établi clairement dans la cause
du verdissement des huitres par Bornet et Puysegur (1877). Cette espéce tychopélagique,
c'est a dire aussi bien pélagique que benthique, est apportée par les eaux littorales jusque
dans les claires par les canaux d'alimentation. Robert (1984 a) a décrit les processus de
multiplication intense d'Haslea ostrearia qui conduisent au verdissement des bassins lorsque
les conditions y sont favorables a son développement : lors du séjour des eaux dans les
claires durant la période de mortes eaux, il y a multiplication intense des cellules durant une
phase planctonique : cette phase d'l mois peut atteindre 3 mois dans certains cas. Par la suite
les cellules connaissent une phase transitoire, tout en poursuivant leur multiplication, et qui
s'accompagne d'une migration verticale menant a la colonisation massive du compartiment
benthique. C'est durant cette colonisation du fond sédimentaire, que les cellules se
"pigmentent” et présentent la particularité de synthétiser un pigment bleu soluble dans I'eau,
nommé, dés 1886, "mareninne” par Lankester. Le cycle s'achéve par une derniére phase, ol
l'on assiste & la remontée en surface de cellules "dépigmentées” en voie de dégénérescence.
Cette nouvelle migration verticale des cellules d'Haslea ostrearia, s'accompagne d'une
remontée d'individus capables de se diviser activement, associés a d'autres especes
benthiques. Les thalles mucilagineux (mucopolysacharides) qui caractérisent les diatomées
benthiques jouent donc un role important dans la formation de ce qui est appelé la "créme
flottante" ; celle-ci participe en outre & 'entretien du phénomeéne.

Il semblerait donc impropre d'utiliser le terme de "bloom" pour cette espéce, d'une part, par
la durée du phénomene, ainsi que par les différentes phases distinctes qui le caractérisent.
Les quelques études menées jusqu'a maintenant avaient, certes, montré que le verdissement
s'accompagnait généralement d'une diminution, voire d'une stagnation des effectifs des
autres especes. Il était donc aisé de penser que l'exclusion compétitive envers les autres
diatomées pouvait étre le fruit de la synthése par Haslea ostrearia de substances
allélopathiques ectocrines. Au premier abord, Neuville et Daste (1978), avaient attribué un
caractére toxique de la marennine a 1'égard de plusieurs especes. Mais ces travaux effectués

in vitro doivent étre nuancés par rapport aux observations réalisées in situ.
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Des travaux plus récents de Robert et Turpin (1993) ont montré in vitro que des
concentrations en marennine, comprises entre 10 et 40 mg.L’l, stimulaient la propre
croissance de l'algue. En I'état actuel des recherches, il semble difficile d'affirmer s'il s'agit
d'une action autogénique ou allogénique. Effectivement le caractére soluble de ce pigment
dans l'eau de mer pourrait modifier les qualités spectrales de la lumiére. Ce qui induirait une
succession des populations microphytoplanctoniques en favorisant l'une d'elles, mieux

adaptée aux faibles hauteurs d'eau.

Toutes ces études, concernant la description du phénoméne de verdissement in situ,
n'apportaient pas de réponse a l'analyse des facteurs déclenchant la prolifération de cette
espece. Moreau (1970) avec une approche intégrant le milieu fut le premier a rechercher les
éléments divers qui pourraient, in situ, provoquer le développement de cette diatomée dans

les claires ainsi que ceux influengant la pigmentation caractéristique de l'algue.

Robert (1983) reprend I'étude des claires ostréicoles dans la région de la baie de Bourgneuf,
en associant l'approche €cologique 2 I'étude physiologique des diatomées dominantes de ce
milieu particulier. L'étude physico-chimique des eaux des claires permet de progresser dans
la connaissance de cet écosystéme, notamment en ce qui concerne leur fertilité, afin de
mettre en évidence les facteurs susceptibles d'y limiter la production primaire. Ainsi, le
couplage des observations in sifu et des études expérimentales in vitro a mis en évidence le
role prépondérant pour Haslea ostrearia de l'azote minéral, ainsi que des substances
organiques pouvant étre utilisées de fagon hétérotrophe (Robert et al., 1982). Toutefois de
nombreuses questions sont restées encore sans réponse. Bien que ces recherches aient
conduit & une meilleure connaissance des besoins nutritionnels de cette espeéce, les bioessais
in situ visant a favoriser le développement d'Haslea ostrearia n'ont pas donné les résultats

escomptés (Robert et al., 1982).

Partant du constat que la capacité trophique des eaux des claires ostréicoles apparaissait
comme insuffisante pour assurer, aux densités d'élevage de mollusques utilisées couramment
par les ostréiculteurs, un affinage optimal, des solutions alternatives aux enrichissements de
ces eaux ont ét€ recherchées. Clest ainsi qu'en baie de Bourgneuf, s'est développée une
technique de production en masse des diatomées a partir des eaux souterraines salées, qui

constituent une ressource économique propre a cette région (Baud, 1988). La grande
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richesse en éléments nutritifs de ces eaux, mais aussi la constance de leurs températures
(entre 13 et 15°C), ont fait d'elles d'excellents milieux de culture pour la production en
masse de microalgues “fourrage”, notamment Skeletonema costatum destinée a
I'alimentation des mollusques (Moreau et al., 1998).

Les eaux souterraines salées ont €galement €i€ utilisées pour la production d'Haslea
ostrearia en conditions contrdlées en volume de 6 m> (Brevet n° 89-14314 du 22/11/89)
dans le cadre d'une entreprise, la SOPROMA (Les Brochets, Bouin, Vendée). Dans cette
exploitation, les cultures contrdlées sont utilisées pour ensemencer des petits bassins de terre
remplis de la méme eau souterraine que celle servant a la production de l'algue. Dans ces
conditions, des huftres peuvent y étre immergées pour un verdissement accéléré, afin de
répondre & la demande commerciale des professionnels. Pour ce procédé, la question se pose
encore de savoir s'il s'agit bien d'un affinage de type traditionnel, ou si l'accélération
industrielle du phénomene conduit 2 une perte d'authenticité du produit final pour le

consommateur.

Le verdissement des huitres, qui constitue une spécificité de l'ostréiculture francaise, a été
développé de fagon empirique par les ostréiculteurs, or ce phénoméne soumis A une
variabilité importante de la qualité du milieu et des conditions climatiques, présente un
caractére aléatoire et imprévisible, II apparaissait donc opportun de développer un
programme de recherche, répondant a la demande des producteurs de Marennes-Oléron et
visant & une meilleure connaissance de ce phénomene, afin d'induire la prolifération de

l'algue, en conditions naturelles, dans les claires de cette région.

Dans un premier chapitre, un bilan de I'état des connaissances sur le phénomeéne de
verdissement est présenté. La caractérisation du milieu particulier aux claires ostréicoles,
ainsi qu'une description de la biologie et de l'écologie de la diatomée Haslea ostrearia

permet d'y rappeler le caractére original de ce processus naturel.

Une premieére phase d'étude concernant le suivi saisonnier des parametres physico-
chimiques dans l'estuaire de la Seudre et les claires adjacentes, fait l'objet du second
chapitre, en vue de faire un état des flux de nutriments entre le milieu ouvert et les bassins

aux caractéristiques plus confinées.
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Les résultats de cette premiere phase étant acquis, I'étude de la fertilité des eaux de claires
expérimentales en période d'abondance d'Haslea ostrearia a été entreprise, et les résultats
commentés en comparaison avec ceux déja établis en baie de Bourgneuf. Parallelement a ces
expérimentations, des enrichissements différentiels de ces mémes eaux ont permis
d'identifier les facteurs pouvant limiter la production d'Haslea ostrearia et donc 'apparition
du verdissement dans les claires. Cette étude expérimentale réalisée in vitro, en conditions

contrblées de température et d'irradiance, est présentée dans le troisieme chapitre.

Les résultats précédents ayant conduit & l'élaboration, en laboratoire, d'un milieu nutritif
simplifié, il convenait dans un souci d'utilisation par les ostréiculteurs, de valider ses effets a
I'échelle du terrain. Le guatrieme chapitre expose cette approche offerte par l'utilisation de
microcosmes, afin de valider I'emploi in site du milieu enrichissant, dans des conditions
expérimentales différentes : taille de Il'inoculum d'Haslea ostrearia importé dans les

enceintes ; présence ou absence d'huitres.

Cette phase d'étude sur le verdissement provoqué in situ par l'orientation des populations
microphytoplanctoniques vers la multiplication d'Haslea ostrearia, a permis d'envisager le
passage a l'échelle de bassins expérimentaux alimentés a partir d'eau de mer naturelle. Le
dernier chapitre propose la mise au point de techniques simples de production de cette algue
a cette nouvelle échelle. Durant cette derniére phase, des cultures en volume de 500 litres
ont servi & l'ensemencement de bassins artificiels expérimentaux de 10 m’ pour l'induction
d'un processus de verdissement comparable a celui observé au hasard des multiplications

intenses de la diatomée.,
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Tout d'abord, il parait nécessaire de rappeler la chronologie des différentes recherches
effectuées jusqu'a ce jour sur le verdissement depuis la premiére description du phénomeéne.
De l'analyse de ce processus naturel a l'identification de I'agent responsable de la coloration
des huitres, nombreux sont les auteurs, a avoir établi diverses théories. Celles-ci
conduisaient a des débats contradictoires, du fait de l'utilisation de moyens d'investigation

plus ou moins performants.

Ensuite, il semble impératif de dresser une présentation du milieu "claire ostréicole”. La
description de leur histoire, de leur mode de gestion et de leur entretien, nous éclaire sur

I'intérét qu'ont ces bassins dans la pratique de I'affinage des huitres avant commercialisation.
Enfin, une troisiéme partie consacrée a la biologie et l'‘écologie d'Haslea ostrearia ou

navicule "bleue" s'impose, afin de placer cet organisme original dans le contexte

écosystémique.
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1 GENERALITES

1-1 Le phénomeéne de verdissement

C’est au XVII® siecle que I’on trouve les premiers travaux se rapportant au phénoméne de
verdissement de I’huitre plate Ostrea edulis. Des 1669, I’ Anglais Sprat décrit la coloration
particuliere des Huitres de Colchester, il est le premier a mettre en relation cette coloration
avec le verdissement du sol qu’il observe : "Les huitres que ['on veut rendre vertes sont
placées dans des fosses profondes d’environ trois pieds, dans des marais salants, qui sont
inondés par les grandes marées. Ces fosses deviennent vertes par une certaine qualité du
terroir qui coopére avec la chaleur du soleil, ce qui communique cette couleur aux huitres
qu’on y met, dans quatre ou cing jours, quoique d’ordinaire on les laisse la l'espace de six
semaines ou de deux mois et dans ce temps la elles deviennent d’un vert obscur". On voit
donc que des cette époque la technique de I'affinage était déja employée Outre Manche.

Ce n’est qu’en 1820 que le Frangais Gaillon décrit pour sa part la pratique, utilisée en France
qui consiste & placer des huitres dans des bassins qu’il nomme “claires" (du latin clarus :
limpide). Examinant le fond sédimentaire de claires vertes au microscope il remarque une
multitude "d’animalcules chargés de matiere verte mobile et doués d’une vélocité admirable
d’impulsion et de rétrogradation”. Il nomme ces animalcules le Vibrio ostrearius, et adopte
le nom de Bory de Saint Vincent en 1823 en le rangeant dans le genre Navicula. Pour
Gaillon il n’y a aucun doute le Navicula ostrearia est la cause du verdissement des branchies
des Huitres et ce phénomene est un caractére acquis, que ’huitre peut perdre. "Le golit et la
coloration augmentent d’autant que le séjour des huitres se prolonge dans une claire en
verdeur sans renouvellement de ’eau. Par contre si ce dernier a lieu fréquemment, les
huitres perdent progressivement cette intensité de nuance verte et reprennent leur couleur
naturelle”. A partir de cette date, nombreux seront les auteurs qui aborderont le sujet du
verdissement. Un débat s’engage alors, quant 2 agent du verdissement et surtout a I’état
physiologique des huitres. Certains pensent que les huitres sont vertes parce qu’elles
présentent une pathologie du foie, d’autres mettent cette coloration en relation avec la
richesse des eaux en fer et notamment en cuivre.

En 1877 Puysegur et Bornet, & Sissable prés du Croisic, réalisent les premiéres
expérimentations vérifiant les hypothéses de Gaillon (Bornet, 1895). Pour eux, le

verdissement des huftres tient exclusivement 2 une diatomée dont ils fournissent une
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description microscopique détaillée. Les huitres sont avides de ces diatomées qui tapissent
les claires en quantités innombrables dans certaines saisons puisque les intestins de ces
mollusques sont littéralement remplis de débris de ces algues. Ils réussissent a plusieurs
reprises et méme a distance du lieu de prélévement (au Muséum d’Histoire Naturelle) a faire
verdir dans une assiette des huitres en 48 heures en les nourrissant exclusivement avec les
navicules récoltées dans les claires.

I faut attendre 1886, pour que les travaux de Lankester démontrent l'absorption par les
huitres d'une diatomée qu’il nomme Navicula fusiformis var. ostrearia et dont il étudie la
biologie. En outre, il réalise 1'étude chimique et spectroscopique du pigment qu'elle
synthétise, il le baptise "marennine” et il effectue la description du déterminisme de fixation
de ce dernier dans I’épithélium branchial des huitres qu'il se fait expédier de Marennes.

En 1895, le chercheur italien Carazzi, malgré une étude histologique trés poussée sur la
coloration des branchies par le fer aux dépens duquel se forme la marennine, relance le débat
en affirmant que la diatomée n’a aucun rdle dans le verdissement et que ce n’est que ’action
du fond des bassins qui confére aux huitres leur verdeur par leurs fortes concentrations en
fer.

En 1907, Sauvageau en réalisant des expériences simples, inspirées des travaux de Puységur
et Bornet, critique trés vivement les travaux de Carazzi qu’il bat en bréche.

Aux Etats-Unis, suite a ’apparition dans la Baie de Cheasapeake (Virginie) de la navicule
bleue, deux auteurs Mitchell et Barney en 1915 réalisent d’importants travaux sur
Crassostrea virginica et observent le phénomeéne de verdissement, qu'ils qualifient de
comparable a celui de la région de Marennes.

En 1927, Ranson s’intéresse au probléme a son tour. Il reprend ’étude histologique des
filaments branchiaux et des palpes des huitres et localise la marennine dans les amibocytes
de la partie distale du protoplasme é€pithélial, confirmant les travaux de Lankester (1893). 1i
en conclut que la marennine produite par Navicula ostrearia se fixe sur les branchies et les
palpes labiaux, et qu’il s’agit d'une absorption tissulaire de substances dissoutes. Ranson
cherche a approfondir la genése du phénomeéne de verdissement dans les claires ostréicoles,
car des cette époque les ostréiculteurs ont besoin de connaissance au sujet d'une pratique, qui
reste aléatoire et tributaire de nombreux facteurs non contr6lés. Ranson précise que Navicula
ostrearia se retrouve sur toutes les cotes du littoral francgais mais qu'elle est plus fréquente
dans les régions ostréicoles que ce soit en France ou ailleurs. On la retrouve méme comme

épiphyte sur des macroalgues. De ces observations, il émet quelques hypotheses tres
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intéressantes, notamment qu'il existe un lien indéniable entre I'huitre et la navicule. Pour lui,
ce sont les substances organiques {mucus notamment des faeces et pseudofaeces) excrétées
par les huitres et déposées sur le fond des bassins qui constitueraient un milieu riche, envahi
rapidement par les protozoaires, les algues unicellulaires et surtout les bactéries. C'est ce qui
expliquerait par ailleurs le comportement benthique de Navicula ostrearia qui peut étre aussi
planctonique : il parle alors d'un véritable chimiotactisme. Lors de la phase benthique et en
fonction de la qualité du substrat sur lequel les navicules se fixent, apparaltrait la
pigmentation des cellules par la marennine. Il y aurait donc deux phases du cycle de
développement des navicules dans les claires : une phase planctonique "cellule non bleue" et
une phase benthique "cellule bleue". Se basant sur la constitution du mucus, qui est un
mélange de glycoprotéines (mucines), il réalise donc des cultures "non bleues” de Navicula
ostrearia sur des oses simples additionnés 4 de l'eau de mer et constate 'apparition de
pigmentation en quelques jours.

Bachrach (1935) souligne qu'il faut étre prudent quant aux conclusions de Ranson. Réalisant
d'autres expériences a son tour, elle réussit & obtenir en présence d'urée et de mélanges
métalliques le bleuissement d'autres especes de diatomées des genres Navicula, Nitzschia et
Grammatophora abondants dans les claires ostréicoles. Elle conclut que la pigmentation
bleue, observée chez Navicula ostrearia, n'est pas un caractére propre a cette espéce et que
c'est un phénomene généralisable a toutes les diatomées.

Apres guerre, I'étude scientifique si prolifique du verdissement provoque le désintérét. Il faut
attendre 1970 pour que I'ISTPM, par l'intermédiaire de Moreau, s'intéresse de nouveau a ce
phénoméne. Mais la recherche va désormais dans une autre direction. II faut éclaircir les
causes profondes qui conduisent au verdissement des claires. Moreau s'intéresse alors au
phénomeéne dans les claires en relation avec I'évolution de différents paramétres
(météorologiques, physico-chimiques, écologiques...). Ses conclusions restent vagues
comme celles d'ailleurs de Neuville (1978) quant & la genése du verdissement in sifu.

Robert (1983) aborde le probléme & l'échelle d'un bassin conchylicole (La baie de
Bourgneuf) en alliant l'approche écologique descriptive a ['étude physiologique des
diatomées dominantes des claires ostréicoles. Un grand pas est fait, aussi bien sur la
connaissance des claires ostréicoles, que sur la physiologie des micro-algues de la flore de
ce milieu trés particulier. Il précise notamment le cycle tychopélagique de la toute nouvelle
Haslea ostrearia Simonsen (1974) (= Navicula ostrearia Bory). Il met en évidence, par

I'emploi de tests de fertilité, les facteurs limitant la production phytoplanctonique dans les
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claires de Bourgneuf. Le rdle essentiel de I'azote est mis en exergue. Il démontre en outre ce
que Ranson pressentait, c'est a dire, la possibilité d'hétérotrophie que peut présenter cette
diatomée vis a vis de substances organiques dissoutes comme l'urée et quelques acides
aminés ; le lien est fait avec les produits d'excrétion des huitres.

Notre travail, dans la lignée des recherches précédentes, au cceur du premier bassin
ostréicole européen qu'est la région de Marennes-Oléron, tente d'identifier les facteurs
écologiques (nutritionnels, biotiques,...) pouvant agir sur le développement d'Haslea

ostrearia Simonsen dans des claires ostréicoles gérées de facon traditionnelle.

1-2 Les claires ostréicoles - Présentation et gestion

Depuis le Moyen Age, les marais sont le cadre d'une activité anthropique intense :
agriculture, saliculture et plus récemment conchyliculture. Creusées dans d'anciennes salines
dans le bri, sédiment de colmatage argilo-sableux déposé lors de la transgression
flandrienne, les claires sont des bassins de formes et de superficie variables. Le plus souvent
rectangulaires, pour une surface moyenne de 400 m?, elles subissent 'influence des marées,
prépondérante quant au rythme d’alimentation en eau de mer, mais aussi déterminante vis a
vis de la qualité de cette derniere. La hauteur d'eau s'échelonne de 60 centimétres en
moyenne (aprés alimentation) a 20-25 centimétres (aprés séjour). La gestion des niveaux
d'eau, le plus souvent, reste l'affaire de l'ostréiculteur et de sa connaissance empirique du
milieu. Ces bassins sont utilisés pour l'engraissement et le verdissement des huitres. Cette
I'ultime étape de I'élevage avant la commercialisation constitue 'affinage. C'est donc dans ce
milieu bien particulier que s'acquiert la qualité du produit.

Entre Charente et Seudre, pres de 4000 ha de marais correspondent a des claires ostréicoles
(Grelon, 1978), constituant le premier centre d'affinage des huitres en France et surtout une
spécificité du Bassin de Marennes-Oléron. Sur les bords de la Seudre, on rencontre deux
types de claires ostréicoles : les claires de sartiéres dites "basses” et les claires de marais

endigué dites "hautes”.
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1-2-1 Les claires de sartieres ou claires basses

Les claires de "sartiéres" doivent leur nom a la végétation qui pousse a leurs abords. Elles
sont situées au niveau des cotes les plus basses (Cote NGF comprise entre 0 et 3). Ce sont
elles qui dessinent ce réseau anarchique de bassins, domestiqué par plusieurs générations
d'ostréiculteurs le long de la Seudre. L'ostréiculteur creusait a marée basse (piquage) dans la
couche dure de la vase sur 30 centimétres, et dressait alors des abotteaux (talus ou bordure
des claires). Dans un second temps, il enlevait une seconde couche de vase (sur 20 cm
environ) consolidant ainsi les abotteaux. Afin de réguler la hauteur d'eaun voulue dans la
claire ou bien pour vidanger cette derniére lors de l'entretien annuel, l'ostréiculteur y
pratiquait une "dérase" : petit canal creus€ dans l'abotteau. Ces claires subissaient alors le
rythme des marées et "buvaient” (alimentation en eau) lors des coefficients de marée
supérieurs a 60. Peu accessibles, elles ont été délaissées progressivement pour des claires

plus grandes et plus faciles d'entretien : les claires de marais endigué.

1-2-2 Les claires de marais endigué ou claires hautes

Les marais salicoles furent transformés au milieu du XIX®™ siecle ; ainsi l'ossature des
salines fut conservée, mais les dimensions, I'emplacement des bassins ainsi que le réseau
hydraulique furent modifiés, fruit de I'expérience empirique des premiers concepteurs des
claires de sartieres. Comme pour ces derniéres, les abotteaux sont dressés dans la vase, une
dérase étant ensuite pratiquée, mettant ainsi en communication la claire et le chenal
d'alimentation ou ruisson. C'est aux marées de vives eaux ("Malines") que ces claires
boivent. On nomme la gestion hydraulique de ce type de claires "gestion en coupe libre", car
I'eau circule librement dans les ruissons qui alimentent ensuite les claires.

En marais endigué, on trouve €galement un second type de gestion hydraulique : une digue
protége les bassins, des incursions marines répétitives. Une varaigne ou petite écluse
contrdle I'acces de l'eau dans le champ de claires par un ruisson principal. Cette porte permet
a marée montante (flot) de faire boire le marais, avec la possibilité de jouer sur les niveaux
d'eau souhaités en fonction des coefficients de marées. A marée descendante (jusant), elle
permet, non seulement l'évacuation des excédents d'eau dans les claires par les ruissons
secondaires et principal, mais aussi lorsqu'elle est maintenue fermée, d'assécher entierement

le marais lors de l'entretien annuel du champ de claires.
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Figure 1 : Dérase le long d'un
abotteau de la claire. Cette dépression

creusée par l'ostréiculteur détermine

le niveau d'eau de la claire aprés la

"boyance".

Figure 2 : Ecluse ou Varaigne.
Principalement pour la saliculture,
elle fit conservée dans le marais
endigué et permet une gestion
hydraulique plus souple que la
gestion dite "en coupe libre". Elle
permet de plus de fermer le marais
pour son asséchement lors de
lentretien annuel du champ de

claires.

Figure 3 : Systeme de bondon en
PVC qui sert a l'alimentation de la
claire a partir du ruisson. Une hausse

peut étre rajoutée pour obtenir des

niveaux d'eau plus importants.

L'ostréiculteur peut ainsi gérer le

niveau d'eau comme bon lui semble.
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Au niveau des ruissons secondaires, l'ostréiculteur peut mettre pour remplacer la dérase un
systéme de bondon, sorte de buse en bois qu'il peut boucher lorsqu'il le désire afin de
déterminer le niveau d'eau qu'il souhaite. Désormais ces bondons en bois sont remplacés par
des bondons en PVC, sur lesquels on peut placer une hausse pour obtenir sans interventions

répétées le niveau d'eau désiré.

1-2-3 Entretien traditionnel et annuel des claires

Les claires réclament un entretien régulier, rythmé par la saison et leur utilisation. L'affinage
se réalisant entre septemnbre et avril, c'est 4 la fin du printemps et 1'été que le marais est
asséché. Apreés avoir retiré les huitres qui étaient semées ou bien mises en poches,
l'ostréiculteur commence l'assechement. Cette étape de l'entretien annuel a plusieurs roles et
revét une importance considérable, en effet elle empéche le pourrissement de la vase, permet
I'élimination de certains compétiteurs des huitres (Cerastoderma, Ruditapes, ...), ainsi que
la reminéralisation des sels nutritifs présents dans le sédiment,

La premicre étape de I'assechement correspond au "varangage”. Pour les claires "en coupe
libre™, une coupe est faite dans I'abotteau au moyen d'une pelle particuliere la "ferrée”, l'eau
s'€vacue alors dans le ruisson. Pour les claires en marais endigué, les bondes sont enlevées et
a chaque maline l'eau circule librement dans le marais et les claires. Au jusant l'eau se retire
complétement permettant d'éliminer une grosse partie du "limon", c'est & dire la végétation
de macrophytes et la couche superficielle d'algues, de débris végétaux pouvant recouvrir le
fond des claires apres plusieurs mois d'exploitation.

Apres avoir fait varanguer son champ de claires l'ostréiculteur ferme sa varaigne et débute
l'assec proprement dit. La couche de vase molle du fond des claires est "ripée”, c'est & dire
débarrassée des huitres qui auraient pu étre oublides, ensuite l'ostréiculteur pratique le
"rouablage” du nom de 'outil utilisé en saliculture (le rouable (riteau plat) permet d'aplanir
le fond de la claire). Les excédents de vases sont alors déposés aux pieds des abotteaux, puis
une petite rigole (la doue) est pratiquée & ce méme endroit et la vase est dressée sur les
abotteaux : c'est le parage qui permet de consolider les abotteaux ayant subit une érosion
mécanique lors des "boyances”. La claire est remise a varanguer quelque temps. Puis l'assec
est réalisé, c'est le gralage de I'été. On voit alors la vase se fendre lors de l'assechement.
Selon Ranson (1952), ces assecs ont trois avantages connus de la profession : ils permettent,

par tassement et durcissement du fond des claires, un creusement naturel ; ils contribuent a
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la destruction des macrophytes ainsi que des mollusques filtreurs enfouis, qui sont des
compétiteurs des huitres ; ils participent a une amélioration du verdissement. Aprés l'assec

qui peut durer plusieurs mois, l'ostréiculteur remet son champ de claires en eau et fait boire

son marais.

1-3 La diatomée pennée Haslea ostrearia Simonsen

Depuis les travaux de Ranson (1927) nous avons acquis la certitude que la diatomée
Navicula ostrearia Bory (1823) rebaptisée Haslea ostrearia par Simonsen en 1974 est
l'agent du verdissement des huitres. En France depuis les années 1970, différents auteurs se
sont attachés & décrire ce phénomene et sont parvenus a une meilleure compréhension de ce
dernier. Comme nous l'avons vu les huitres commercialisables sont placées dans les claires,
et 1a en fonction du temps de séjour, elles subissent un engraissement du fait de la grande
richesse en phytoplancton de ce biotope bien particulier (Rincé, 1978). De plus, quand les
conditions sont favorables a la prolifération d'H. ostrearia, les huitres se teintent au niveau
de leurs branchies et de leurs palpes labiaux d'une couleur vert émeraude. Ce gage de
qualité, défini par des normes de commercialisation bien strictes (AFNOR, 1985), donne au
produit fini une plus value non négligeable pour l'ostréiculteur. Depuis donc une vingtaine
d'années, les enjeux économiques et la reconnaissance de la qualité du produit fini "Fines de
claires" ou bien "Spéciales”, ont été, par l'intermédiaire des producteurs, les moteurs de
toutes les recherches effectuées sur le verdissement et 'affinage.

Nous ne reviendrons pas sur les différentes études réalisées par Moreau (1970), Neuville
(1978), Grelon (1978) ayant trait aux claires ostréicoles. Nous signalerons seulement les
premiers travaux sur l'ultrastucture de la navicule, réalisés par Robert et Prat (1973) et par
Neuville et al. (1975). Quant & l'écophysiologie de l'algue ainsi que la description du

verdissement, nous ferons un résumé des travaux de Robert (1978,1983).

1-3-1 Particularités morphologiques et cytologiques

Haslea ostrearia est une diatomée de l'ordre des Pennales (présence d'un raphé : sillon
central sur le squelette) et de la famille des Naviculacea, qui posseéde une symétrie bilatérale.

La carapace siliceuse ou frustule est composée de deux valves finement striées (cette
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ornementation du squelette siliceux ne s'observe pas en microscopie photonique). Ces deux
valves s'emboitent I'une dans l'autre, elles sont dénommeées épitheque et hypothéque.
Sur la figure 4, un schéma (A) ainsi qu'une observation en microscopie photonique (B)

présentent succinctement la morphologie et la cytologie de cette espece.

Zone apicale

pigmentée
par la marennine

% Chloroplastes

__——Noyau

?Globules hpldxques
Vacuole
Marennine
interne
10 pm
Schéma d’une cellule d 'Haslea Observations en microscopie photonique d’une cellule
ostrearia vue de face d’Haslea ostrearia vue de face

Figure 4 : Schéma descriptif (A) et observation en microscopie (B) photonique d'une cellule d'Haslea ostrearia
en vue de face. La photographie C est identique au cliché B, mais un traitement informatique de I'image permet

de localiser en vert-émeraude la marennine, et en bleu-turquoise les chloroplastes (Clichés V. TURPIN).

On peut reprendre la description effectuée par Robert (1973) : Cette algue unicellulaire
mesure entre 60 et 120 pm dans le sens de I'axe transapical, pour 6 4 12 pm dans le sens de
I'axe antapical. La cellule vue de face montre deux chloroplastes pariétaux, qui bordent le
noyau (peu visible sur notre cliché). Deux vacuoles se trouvent de part et d'autre de ce
dernier. Round et al. (1990) signalent que les chloroplastes peuvent aussi se trouver a 'état
de plusieurs petits plastides. Dans le cytoplasme peuvent aussi étre observés des globules

lipidiques et dans les régions apicales se localisent les plages de marennine secrétée par la
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cellule. Cependant sur le cliché C, on peut noter que l'on retrouve de la marennine le long
des chloroplastes. Comme 1'a déja signalé Robert (1973), la localisation de la marenine varie
en fonction du stade de pigmentation de l'algue, au cours de son développement dans les
claires. Les cellules se multiplient par divisions binaires, mais une reproduction sexuée est
possible dans certaines conditions mal connues (taille critique, stress physiologique...) :

c'est I'auxosporulation.

1-3-2 Description du verdissement au sein d'une claire ostréicole

Robert (1983) fait la description suivante du phénoméne. "Le verdissement se décele par
l'apparition de marbrures gris-vert recouvrant la partie périphérique du sol de la claire. Les
marbrures s'étendent, leur nombre s'accroit ; elles prennent simultanément une teinte verte.
L'intensité¢ maximale du verdissement se manifeste alors par la présence d'une pellicule de
teinte vert-noir uniformément répandue sur le fond. La durée du phénomene est variable,
elle est en moyenne d'une quinzaine de jours. Puis, un voile vert-noir formé de débris
détachés de la pellicule recouvrant le sol de la claire apparait peu & peu a la surface de l'eau ;
souvent, poussé par le vent, il se concentre dans un angle du bassin, formant la "créme” ou
"bavis”. La mise en place de cette phase épipélagique est le plus souvent le signal du
déverdissement”. On voit donc que le phénomene comporte plusieurs phases chronologiques
distinctes. 1l faut préciser que ce scénario ne s'observe que si les conditions dans la claire
sont favorables a l'installation et au développement d'Haslea ostrearia. Une perturbation
météorologique, une réalimentation en eau (lors d'une Maline) sont autant de facteurs, qui
peuvent conduire & un verdissement avorté. Voisin (1931) et Ranson (1943) signalent la
fragilité¢ de cette espéce, c'est pour cette raison que le verdissement est souvent qualifié

d'aléatoire.

1-3-3 Cycle saisonnier d'apparition de I'algue dans les claires ostréicoles

Comme beaucoup d'auteurs I'ont déja souligné, la distribution géographique de cette espéce
algale est mondiale. De plus, il faut noter que l'on trouve Haslea ostrearia dans la plupart
des grandes zones conchylicoles : par exemple Limfjord (Danemark); Baie de Cheasapeake
(Etats-Unis), et Baies de Bourgneuf et de Marennes-Oléron (en France). Mais ce n'est que

dans ces deux derniéres zones que le phénomeéne de verdissement se produit avec une telle
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ampleur, du fait de la présence de ces milieux biens particuliers que sont les claires. Par
contre, qu'en est-il de 'abondance de cette espece aux rythmes des saisons ? Robert (1983),
par un suivi sur 144 claires de la Baie de Bourgneuf, a pu montrer que deux saisons
semblent propices a 'apparition du verdissement : 1l s'agit de la fin de I'hiver et du printemps
(Février-Début Juin) et de l'automne (Septembre a Novembre). Moreau (1970) pour les
claires de Marennes-Oléron, par une étude a plus petite échelle, signale les m&€mes périodes
d'apparition. Robert (1983) conclu que le verdissement est un phénomene d'ensemble pour
toutes les aires d'affinage des huitres en France. Son maximum d'intensité se situe entre

février et mars et de septembre a novembre.

1-3-4 Comportement tychopélagique d'Haslea ostrearia

En ce qui concerne son €écologie, cette espéce est dite tychopélagique. Ranson (1943)
insistait déja sur le fait que cette espece présentait un stade planctonique peu pigmenté et un
stade benthique pigmenté, d'ou une description erronée, faite par ces prédécesseurs, qui
décrivaient 1a deux especes distinctes (Navicula fusiformis (planctonique) et Navicula
ostrearia (benthique)). Robert (1973), par des observations in situ, précise qu'elle présente,
au cours de son cycle de développement dans les claires ostréicoles, trois phases bien

distinctes, caractérisées aussi par une évolution pigmentaire bien typique :

»  Stade planctonique (état non pigmenté) : Les chloroplastes sont bien développés, aux
contours réguliers et de coloration brun-jaune. Ils occupent pratiquement toute la
longueur de la cellule. Le noyau est bien visible. La pigmentation par la marennine des
zones apicales est presque inexistante.

»  Stade planctonique et benthique (état pigmenté) : Les chloroplastes se raccourcissent,
leurs contours deviennent dentelés. Les zones apicales prennent une coloration bleu-vert
suite & I'accurulation de la marennine synthétisée par la cellule. Le noyau reste visible et
quelques globules lipidiques apparaissent dans le cytoplasme.

»  Stade benthique (état dépigmenté) : Les chloroplastes sont trés réduits, aux contours
irréguliers. La coloration des zones apicales perd de son intensité suite a la diffusion de la
marennine dans le milieu extérieur.

Cette étude de I'état de la pigmentation des cellules (Robert 1973,1975) s'est accompagnée

de la description des différentes étapes €cologiques observées lors du verdissement des
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claires. Nous rappellerons ici le cycle décrit par Robert (1983) (Fig. 5). Quatre phases du

verdissement d'une claire sont mises en €vidence a partir du moment ou la claire ne boit plus

(début de stabulation de 'eau).

La population de navicules provenant des eaux littorales est tout d'abord planctonique ;
il y a une multiplication intense des cellules qui sont a l'état non pigmenté (Phase
planctonique). Cette phase de multiplication peut durer un a plusieurs mois en fonction
du rythme de renouvellement de l'eau dans les claires. Les cellules continuent i se
multiplier passant de la phase planctonique & la phase benthique (c'est la phase
transitoire). Elles commencent a se pigmenter et & excréter de la marennine en méme
temps qu'elles colonisent le compartiment benthique, surtout autour des huitres
déposées sur le fond.

La phase benthique débute, caractérisée par la formation sur le sédiment d'un bio-film
tres riche en Haslea ostrearia. Les cellules continuent a se diviser mais surtout
deviennent de plus en plus pigmentées. La libération de marennine dans l'eau de la
claire est maximale. La durée de cette phase est variable en fonction de l'intensité des
divisions cellulaires réalisées lors des deux précédentes phases.

Sur le fond sédimentaire, apparaissent de plus en plus de cellules dépigmentées, riches
en globules lipidiques, puis ces cellules remontent en surface : c'est la phase
épipélagique. Sous l'effet éventuel des vents dominants, il y a accumulation, dans le
coin de la claire le plus venté, de ces cellules sénescentes. C'est la créme flottante ou
bavis, riche en nombreuses espéces benthiques et planctoniques. Certaines cellules
d'Haslea ostrearia non pigmentées se divisent encore activement, ce qui peut
entretenir le cycle, si les conditions écologiques sont toujours favorables.

Robert (1983) a quantifié¢ le nombre de cellules présentes a chaque phase du cycle
conduisant au verdissement. En période automnale, les cellules arrivant par les eaux
cotieres se retrouvent dans le compartiment planctonique a la concentration de 0.5 a
2.10% cellules.I. La biomasse maximale atteinte aprés multiplication intensive durant
cette phase planctonique est de 2.10° cell.l”!, tandis que les concentrations benthiques
maximales pouvant étre observées lors du verdissement, sont de l'ordre de 2.1 0° cell.l

! Les biomasses sont donc multipliées par 100 voir 400 lors de la phase planctonique,

puis par 10 a 20 lors de la phase benthique.
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Figure 5 : Modélisation des différentes phases du verdissement au sein d'une claire ostréicole conduisant a la libération de la marennine par les cellules. Les fléches oranges
symbolisent le passage des cellules d'Haslea ostrearia aux différentes étapes décrites précédemment. Les fléches vertes symbolisent a chaque étape la libération de marennine

soluble dans l'eau de mer. (D'apres Robert, 1983).
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2 LA ZONE D'ETUDE

Toutes les expérimentations réalisées au cours de ce travail ont eu pour cadre la région de
Marennes-Oléron et plus précisément le champ de claires expérimentales de la station
IFREMER de La Tremblade (Commune de Ronce-les-Bains) sur la rive gauche de la Seudre

prés de son embouchure (Fig. 6).

a 4 ' 1 Chitelaillon
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Figure 6 : Carte de la région de Marennes-Oléron. Localisation des claires expérimentales.

= Limite basse des marées de vives eaux
[ Craires ostréicoles
@ Claires expérimentales

26



Chapitre I : Les claires ostréicoles du Bassin de Marennes-Oléron et le phénoméne de verdissement

2-1 Le Bassin de Marennes-Oléron

Le bassin de Marennes-Oléron peut étre décrit comme un immense estuaire limité a I'Ouest
par I'Ile d'Oléron, et ouvert sur I'Océan Atlantique par le Pertuis d'Antioche au Nord et le
Pertuis de Maumusson au Sud. D'une superficie moyenne de 150 km?, ce vaste écosystéme
cotier semi-fermé est de faible profondeur (3.19 m en moyenne). En effet, prés des deux
tiers soit 60% de sa superficie, sont constitués d'estrans vaso-sableux découvrant aux
coefficients les plus forts de vives eaux (Fig. 6) ; le marnage y est donc fort (5 m) en
moyenne. La circulation résiduelle des masses d'eau (Fig. 7) est orientée Nord-Sud
(Dechambenoy et al. 1977) avec un temps de résidence compris entre 5 et 9 jours (Héral et

al., 1984).

~ ] Chitelaillon
Plage

St Pierre

La Tremblade \
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RA, La Coubre S
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Figure 7 : Cartographie schématique des courants de marée en fin de flot. D'aprés Dechambenoy et al. (1977).
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L'étude des salinités permet de dire que le bassin de Marennes-Oléron est plutdt une baie
cotiere sous influence estuarienne : au centre du bassin les variations saisonniéres de
salinités sont comprises entre 24 et 33 %o (Héral ef al., 1984). L'influence estuarienne est
due : & la Charente au nord-est (débits compris entre 10 et 400 m”.s™) ; & moindre échelle 2
La Seudre au sud-est (débit moyen 0 a 40 m’.s"') ; au recyclage des eaux de la Gironde par
le Pertuis d'Antioche (Héral ez al., 1984). L'influence océanique trés prononcée au niveau du
Pertuis d'Antioche est beaucoup plus faible au niveau du Pertuis de Maumusson (Point Sud
de L'le d'Oléron) (Klingebiel ef al., 1971).

Le marnage important (environ 5 m) délimite une vaste zone intertidale exploitée pour la
conchyliculture (Parcs a huitres, Bouchots a moules). Les données du Ministere de
I'Agriculture et de la Péche montrent qu'en 1996, ce sont 4500 hectares qui sont concédés
aux activités conchylicoles, faisant de ce bassin le premier centre ostréicole européen. Le
stock d'huitres creuses sur le bassin est estimé a 110 000 tonnes, représentant une production
annuelle comprise entre 25 000 et 40 000 tonnes soit prés de 20% de la production nationale,

mais prés de 45 % de la production commercialisée.

2-2 Le marais expérimental

Le marais expérimental est en bordure de mer, séparé de l'estran par seulement une digue ; il
est du type "marais endigué” (Fig. 8) et compte cing claires d'une superficie moyenne de 450
m? pour une hauteur d'eau variable de 30 a 60 centimetres. Elles sont alimentées par des
bondons PVC communiquant avec le ruisson principal. Une varaigne permet de gérer les
rythmes d'alimentation du marais. La boyance du marais, est réalisée pour un coefficient de
marée supérieur a 80, le renouvellement de I'eau dans les claires s'effectue donc en moyenne
tous les 15 jours.

Par ailleurs, cinq bassins sont recouverts d'un "liner” plastique garantissant leur étanchéité,
éliminant tout contact entre 'eau et le sédiment : ces bassins servent aux cultures en grand
volume de phytoplancton. Nous les avons utilisés pour des cultures expérimentales d'Haslea
de 10 m®. Une serre a été installée pour abriter des bacs de 500 litres servant de pré-cultures
pour les liners. Une réserve d'eau permet d'alimenter ces bassins de cultures, au moyen de
deux pompes d'un débit de 30 m’h”' chacune. Un trop-plein permet d'éviter ou de limiter la

submersion de tout le marais en cas de marées barométriques ou lors des plus forts
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coefficients de vives-eaux, cependant on peut aussi brider la varaigne afin de limiter ce

probléme.

Figure 8 : Schéma du Marais expérimental de la Station IFREMER de La Tremblade. Les fleches oranges
représentent l'entrée et la sortie de l'eau lors de la boyance. Les fleches rouges représentent la circulation de

I'eau au niveau des bondons.

Les claires sont gérées de fagon traditionnelle pour I'alimentation en eaux ainsi que pour
l'entretien annuel. La période d'assec est réalisée entre le mois de juillet et fin aofit pour le

champ de claire et la réserve.

3 CONCLUSIONS

De part leur situation et leur configuration, les claires sont sous l'influence directe des
marées. Robert (1983) les rapproche de la frange littorale bien que parfois localisées vers
l'intérieur des terres. Leurs caractéristiques physiques et physico-chimiques sont
comparables a celles de la zone intertidale ; cependant les variations y sont plus importantes
pour certains parametres. En effet, le rapport surface / volume joue un réle important dans
I'amplitude de ces variations :

e Par exemple, les faibles hauteurs d'eau ont une influence directe sur la température.

Toutefois, il n'y a pas de stratification thermique comme on peut parfois 1'observer dans les

29



Chapitre 1 : Les claires ostréicoles du Bassin de Marennes-Oléron et le phénoméne de verdissement

eaux littorales ; les écarts de températures sont plus prononcés, qu'ils soient nocturnes,
diurnes ou saisonniers.

e [es fluctuations de salinité, sont sous la dépendance des régimes d'alimentation en
eau par les marées. Il s’y ajoute l'effet des pluies ou des insolations prolongées. Malgré le
caractere maritime tempéré du climat du bassin de Marennes-Oléron, les facteurs
climatiques ont donc une influence non négligeable sur les caractéristiques physiques des

eaux des claires.

Le caractére semi-fermé de ces bassins alimentés périodiquement, n'influe que treés peu sur
la qualité de I'eau, puisque celle-ci reste trés proche de celle de 1'eau de mer. Par exemple, le
pH oscille entre des valeurs comprises entre 7.5 et 8.6, qui correspondent a celles des

diverses mers du globe (Robert, 1983).

Les claires sont situées dans des zones de fortes turbidités. Comme nous l'avons noté, elles
sont creusées dans le bri, sédiment argilo-sableux relativement étanche. Les rythmes
d'alimentations conférent aux claires le caractére de pieéges a sédiment, mais aussi
d'accumulateur de matiére organique par décantation des masses d'eau utilisées lors de leur
exploitation. Le bri se retrouve recouvert en moyenne par 15 cm de sédiments tres fins (95 a
99% de particules inférieures a 60 pm) (Gouleau et Feuillet-Girard, 1998). L'influence des
bactéries lors de la minéralisation, conduit a un abaissement des teneurs en oxygeéne dissous
a I'interface eau-sédiment, ce qui peut conduire, en période estivale & cause des températures
élevées et des fortes biomasses planctoniques et benthiques, & une désoxygénation des
claires. C'est pour éviter de telles conditions, que les professionnels pratiquent des assecs
durant la période estivale, en profitant pour procéder au creusement des claires, et a

I'élimination des macrophytes et compétiteurs des huitres. Cette pratique d'entretien

améliorerait également les chances d'obtenir un verdissement des bassins.

Toutes ces particularités font des claires un écosystéme particulier, o une flore algale
composée essentiellement de diatomées phytoplanctoniques océaniques, néritiques,
tychopélagiques et benthiques trouvent les conditions propices & leur développement. C'est
dans ces conditions de milieu qu'Haslea ostrearia peut connaitre ses phases de

multiplications caractéristiques.
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Le suivi de I'évolution saisonniére des paramétres nutritionnels d'une eau donnée, c'est a dire

les variations annuelles des concentrations en nutriments dits majeurs (formes de l'azote
dissous, du phosphore dissous et des silicates dissous), permet bien souvent de dégager des
premié€res constatations quant a la capacité trophique d'un milieu vis a vis de la production
primaire.

Depuis les travaux de Redfield (1934) et Brzezinski (1985), il est admis qu'en milieu
océanique et cotier, le phytoplancton, représenté le plus souvent et dans la majorité des cas
par le groupe des diatomées, assimile l'azote, les silicates et les phosphates suivant un
rapport molaire relativement stable (N:Si:P=16:16:1). La simple comparaison de 1'évolution
saisonniere de ces rapports en nutriments présents dans une eau donnée, permet d'identifier
le ou les facteurs nutritionnels susceptibles d'intervenir dans la limitation de la production
phytoplanctonique.

Dans une zone de production intensive de mollusques (huitres et moules), comme l'est le
bassin de Marennes-Oléron, il est primordial de connaitre les facteurs influencant la
production primaire, seule source d'alimentation des bivalves cultivés. Depuis les années 70,
de nombreuses études se sont intéressées a la capacité trophique des zones conchylicoles
(Héral er al., 1983; Bacher, 1989; Raillard, 1991; Ravail-Legrand, 1993; Barillé, 1996).
Dans ce chapitre, nous nous intéresserons uniquement a I'estuaire de la Seudre (Partie sud du
bassin de Marennes-Oléron), ou les claires ostréicoles sont les plus nombreuses et réputées

pour leurs capacités a accueillir le phénoméne de verdissement.

Une comparaison avec les données existantes sera réalisée, le but étant, par une simple
approche descriptive, de préciser le ou les facteurs limitant la production phytoplanctonique
dans cet estuaire. De plus, nous tenterons de mettre en évidence s'il existe une relation entre

les caractéristiques nutritionnelles des eaux de l'estuaire de la Seudre et celles des eaux

d'alimentation des claires étudiées.
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1 PHYSICO-CHIMIE DES EAUX DE L'ESTUAIRE DE LA SEUDRE

1-1 Introduction

Depuis de nombreuses années, beaucoup d'études scientifiques ont porté sur les capacités
trophiques des milieux marins et cotiers (e.g. Berland et al. 1973, Maestrini et al. 1997.....)
L'estimation de cette capacité trophique, par I'étude des parametres nutritionnels limitants, a
permis de dégager différentes conclusions. En milieu d'eau douce le plus souvent le
phosphore est considéré comme étant le premier facteur limitant la production primaire,
alors qu'en milieu marin et cdtier une grande variabilité s'observe (il s'agit soit de l'azote,
soit du phosphore ou encore des silicates). Howarth (1988) explique que cette variabilité est
due aux différences de flux de nutriments entrant dans le systéme mais aussi au fait qu'il
existe une grande complexité des processus biogéochimiques. En effet, le recyclage des
substances inorganiques dissoutes (azote, phosphore et silicium) ne suivent pas les mémes
processus.

L'azote inorganique dissous est présent dans I'eau de mer sous différentes formes. Les
nitrates (NO3'), qui sont la forme oxydée stable de l'azote, ont pour origine les apports
terrigénes via les rivieres, les fleuves. Leur concentration s'est accrue depuis plusieurs
décennies par le fait de leur utilisation massive comme engrais en agriculture. Ces nitrates
sont la source azotée majeure utilisée par le phytoplancton et les macrophytes en général.
Ces organismes les transforment en formes azotées organiques, qui seront, lors de la
décomposition de ces végétaux par les bactéries, régénérées en nitrates. La seconde forme
d'azote minéral utilisée par le phytoplancton et préférentiellement par les diatomées avant
les nitrates, est I'ammonium (NH,"). Cette forme principale de 1'azote ammoniacal provient
des apports des rivieres et des fleuves mais surtout dans le cas des zones cotieres de
I'excrétion animale (Crustacés, Mollusques, Poissons...) ainsi que de la décomposition des
substances organiques azotées par les bactéries. Les bactéries nitrosantes et nitratantes
utilisent aussi cette forme azotée et I'oxydent en nitrites (NO3), c'est la minéralisation qui
conduira jusqu'au stade nitrates (NO;').

Le phosphore inorganique dissous se trouve sous forme ionique dans l'eau de mer, a I'état
d'ions orthophosphates (PO4) et (H.POL). s proviennent des apports des rivieres et des
fleuves, en raison de leur utilisation en agriculture mais aussi parce qu'ils entrent dans la
composition des lessives et détergents. Ils sont utilisés par le phytoplancton, ce qui leur

donne un rdle essentiel en milieu aquatique (Kuenzler et Perras, 1965). La biodisponibilité
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des phosphates est lie a la turbidité des eaux, en effet les phosphates sont li€s aux particules
en suspension (MES) par des phénoménes de désorption et d'adsorption (Delmas et Treguer,
1983).

Les silicates sont présents dans I'eau de mer sous forme d'acide orthosilicique (SiO57), forme
oxydée de la silice minérale (SiO,) qui est I'lément le plus abondant de la lithosphére apres
l'oxygene, alors que, paradoxalement, les silicates (Si03’) sont un constituant mineur de
I'hydrosphére. L'origine des silicates provient uniquement du lessivage des minéraux
silicatés par les eaux de pluies, contrairement aux nitrates et phosphates qui en grande partie
proviennent des activités humaines. Cet élément est essentiel pour les diatomées (Guillard et
Kilham, 1977) et quelques groupes de Chrysophytes (Hecky et Kilham, 1988). Les
diatomées utilisent les silicates pour élaborer leur squelette (frustule) mais les utilisent
également pour leur métabolisme cellulaire (Sullivan et Volcani, 1981). Les silicates
d'origine biogénique (frustule des diatomées) sont recyclés par simple dissolution du
squelette siliceux, mais la vitesse de ce processus est thermo-dépendante (Kamatani, 1982).
Cependant ce phénomeéne, en régions tempérées, est beaucoup plus lent que le recyclage de

l'azote (Bishop ef al., 1986).

1-2 Matériels et méthodes

1-2-1 Zone d'étude

La Seudre est le deuxieme fleuve cotier du Bassin de Marennes-Oléron par son importance
aprés la Charente. Son embouchure est située entre les communes de Marennes et La
Tremblade, dans la partie sud du Bassin (Fig. 6). Moreau (1970) décrit ce fleuve comme
ayant un comportement hydrologique similaire a un véritable bras de mer. Le champ de
claires étudiées est situé sur la rive droite de la Seudre au niveau de son embouchure (Fig.
9). Or le réseau de surveillance de la qualité de I'eau mis en place par IFREMER depuis les
années 70, posseéde une station d'échantillonnage des paramétres physico-chimiques (Station
2) située devant la prise d'eau alimentant le marais expérimental. Les données de cette
station d'échantillonnage proviennent de la base RAZLEC de I'IFREMER La Tremblade.
Nous les avons utilisées dans le but de mettre en évidence une relation entre les
concentrations en sels nutritifs observées dans l'estuaire de la Seudre avec celles observées

ponctuellement lors des renouvellements d'eau dans les claires du marais expérimental aux

marées de vives-eaux.
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de ]a Charente

Ile
d’Oléron

Figure 9 : Localisation de la station 2
d'échantillonnage du réseau IFREMER de

suivi des parametres hydrobio-logiques.
Station 2

expérimental

Toutes les méthodes de dosages des sels nutritifs sont des méthodes colorimétriques qui ont
nécessitées l'emploi d'un spectrophotométre UVIKON .

Les sels nutritifs, azote nitrique ou nitrates (NOs'), azote nitreux ou nitrites (NO;),
phosphore (PO43' et HoPOy), et les silicates (SiO37) sont dosés a l'autoanalyseur SKALAR.
Chaque préléevement est filtré sur membrane Millipore GF/F, le filtrat est ensuite congelé a -
18°C dans des piluliers de 100 ml stériles en polypropyléne avant son analyse. Les nitrates
sont dosés suivant la méthode de Morris et Riley (1963) modifiée par Strickland et Parsons
(1972). Les nitrites sont dosés suivant la méthode de Shinn (1941) modifiée par
Bendschneider et Robinson (1952). Le phosphore (ions orthophosphates) est dosé suivant la
méthode de Murphy et Riley (1962) modifiée par Strickland et Parsons (1972). Les silicates
(acide orthosilicique) sont dosés suivant la méthode de Mullin et Riley (1955) modifiée par
Strickland et Parsons (1972).

Pour le dosage de 1'azote ammoniacal dissous (ion ammonium NH4), un dosage manuel est
réalisé suivant la méthode de Solorzano (1969) et Koroleff (1969) modifiée par Grasshoff et
Johansen (1972). L'échantillon est filtré sur membrane GF/F et le filtrat fixé directement
avec les réactifs pour éviter toute contamination par I'ammoniaque de l'air. Les échantillons
sont stockés en piluliers de 100 ml en polypropyleéne et ensuite placés a l'obscurité a

température ambiante, avant leur passage au spectrophotomeétre.
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1-2-2 Prélevements dans 1'estuaire de la Seudre

Les prélevements ont été réalis€s a la station 2 en surface et en profondeur par la station
IFREMER de La Tremblade (Fig. 9). Nous n'avons exploité ici que les données appartenant
a la période d'expérimentations dans les claires, c'est a dire entre le 23/9/94 et le 3/6/98. Le
pas d'échantillonnage est non tributaire des coefficients de marées, il s'agit d'un
échantillonnage mensuel mais aléatoire. Les échantillons prélevés durant cette période ont
été dosés au Laboratoire de Biologie Marine de 1'Université de Nantes. Lors de chaque
prélévement, la salinité est relevée en surface et en profondeur au moyen d'une sonde

électronique.

1-2-3 Prélevements dans la claire témoin du Marais expérimental

Un suivi des sels nutritifs dans les claires ostréicoles a été réalisé lors des campagnes de
prélevements, lors de I’étude de la fertilit€¢ potentielle des eaux des claires. Ne sont
présentées dans cette partie que les concentrations en sels nutritifs de la claire n® 5 (Fig. 8),
considérée comme claire "témoin" durant les 4 années d’expérimentation ; il n'y a jamais eu
d'huitres d'immergées.

De plus les dates retenues dans cette partie, correspondent uniquement aux périodes de
renouvellement de 1'eau dans les claires lors des "malines". L'analyse des sels nutritifs s'est
réalisée avec la méme méthodologie que précédemment, a ceci pres que la phase de
congélation des échantillons a été supprimée du fait que ces derniers étaient analysés dés le
retour au laboratoire. Durant leur transport, ils étaient placés dans des glaciéres isothermes
avec des blocs de glace.

Les dates de prélevements des échantillons de la claire 5 correspondent, comme nous I'avons
vu précédemment, aux interventions sur le champ de claires dans le cadre du suivi de la
fertilité potentielle de l'eau pour Haslea ostrearia. 1l ne s'agit pas d'un suivi annuel, puisque
I'étude de la fertilité potentielle ainsi que celle des parametres limitants de la production d'H.
ostrearia n'a été réalisée que durant les périodes d'abondance de cette espece dans les claires

, c'est a dire automne-début hiver et début printemps-fin printemps (Tableau 1).
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Tableau 1 : Dates et coefficients de marées lors des prélévements 2 la station 2 du Bassin de Marennes-Oléron

et lors des campagnes d'expérimentations sur le champ de claires expérimentales (Les prélevements dans les

claires ont lieu lors de P'alimentation en eau).

Station 2 Claire n°5
(Marais expérimental)
Date Coefficient de Date Coefficient de Date Coefficient de
Marée Marée Marée
23/09/94 82 19/08/96 77 02/11/94 98
07/11/94 94 02/09/96 90 01/12/94 91
08/12/94 72 09/09/96 51 18/01/95 88
13/12/94 50 07/10/96 37 01/03/95 101
10/01/95 39 28/10/96 100 18/04/95 1058
13/02/95 62 07711/96 52 23/01/96 109
13/03/95 45 14/11/96 93 21/02/96 112
21/03/95 93 04/12/96 38 19/03/96 108
04/04/95 76 12/12/96 100 17/04/96 100
10/04/95 38 21/01/97 66 28/10/96 100
09/05/95 40 27101/97 80 14/11/96 93
08/06/95 50 13/02/97 78 28/11/96 81
16/06/95 99 20/03/97 54 12/12/96 100
18/07/95 70 26/03/97 90 11/04/97 92
24/47/95 49 09/04/97 112 05/06/97 92
10/08/95 95 17/04/97 39 02/10/97 87
21/08/95 35 14/05/97 42 21/10/97 48
13/09/95 84 26/05/97 84 17/11/97 96
12/10/95 82 17/06/97 54 04/12/97 80
18/10/95 31 26/06/97 80 19/01/98 57
16/11/95 37 15/07/97 42 30/03/98 118
27/11/95 84 24/07/97 98
17/01/96 59 12/08/97 42
25/01/96 89 21/08/97 112
16/02/96 67 11/09/97 40
21/03/96 108 17/09/97 112
29/04/96 49 20/10/97 88
28/05/96 47 27710797 53
20/06/96 71 17111797 96
18/07/96 79 24/11/97 39
24107196 49 08/12/97 57
07/08/96 47 16/12/97 92
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1-3 Evolution saisonniére de la salinité et des éléments nutritifs dans

I'estuaire de la Seudre

1-3-1 Salinité (Fig. 10)

Les variations de salinité proviennent des apports d'eau douce par la Seudre, mais aussi des
précipitations directes sur le Bassin. L'ampleur des différences saisonniéres observées
dépend de l'importance des précipitations sur le bassin versant trés vaste, du fait de la
multitude de chenaux et de ruissons principaux présents dans tout le marais attenant aux
rives de la Seudre. On remarque une amplitude de variation importante entre les différentes
salinités observées. La valeur minimale correspondant a une salinité de surface de 20.4 en

février 95 alors que la valeur maximale s'observe en surface et en profondeur avec 35 et 35.1

respectivement en aofit 95.

—e— Salinité (fond) —o— Salinité (surface)
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Figure 10 : Evolution de la salinité en surface et en profondeur entre septembre 1994 et juin 1998 a la station 2
(Embouchure de La Seudre).

Les valeurs de salinité les plus fortes s'observent du début de I'été jusqu'au début de
l'automne avec des maxima en aolit. Les périodes automnale, hivernale et printaniére

présentent une variabilité plus importante due aux précipitations. Les différences entre
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surface et fond ne sont pas trés marquées. On ne peut pas dire qu'il y ait une stratification
trés nette de la colonne d'eau (Cf Tab. 11 : forte corrélation significative R= 0.97).

Cependant, ces différences semblent plus marquées en période automnale et hivernale (Tab.
2), ot les valeurs de salinité les plus faibles s'observent en surface. La trés légére
stratification, observée en automne et en hiver, due aux apports d'eau douce provenant des

précipitations, tend a disparaitre en été au moment de ['étiage des fleuves (Cloern, 1984).

Tableau 2 : Variations saisonniéres de la salinité en surface et en profondeur # la station 2.

Valeur Minimale et Maximale et valeur moyenne + intervalle de confiance 95 %

Surface Fond
Min - Max Moyenne Min — Max Moyenne
Automne 24.9-734.7 31513 27.5-34.6 321 1.0
Hiver 204 -30.7 27020 228-314 283+ 1.5
Printemps 22.7-33.7 30012 255-334 30909
Eté 31.3-350 339x04 32.5-35.1 34.0+03

1-3-2 Azote dissous

1-3-2-1 Ammonium (NH,") (Fig. 11)

I1 est difficile de mettre en évidence un cycle saisonnier d'évolution des concentrations en
ammonium dissous. Cependant, il peut étre noté que les concentrations varient entre 1 et 12
pmol.L" au cours de la période de suivi. Les valeurs les plus fortes s'observent généralement
en été et au début de 'automne (Tab. 3). Les valeurs les plus faibles s'observent en hiver et
au printemps en surface et en profondeur. Il n'y a pas variabilité entre surface et fond (bonne
corrélation R= 0.85 (Tab. 11)), mais les concentrations moyennes en surface sont toujours
légerement plus élevées qu'en profondeur. Feuillet et Gouleau (1977) ont montré qu'il y
avait un phénomene important d'adsorption des ions ammonium sur les particules en
suspensions et qu'en zone ostréicole son importance é€tait corrélée avec la biodéposition des
particules. Les pics de concentrations observés en fin d'été et en automne sont conformes a
ceux mentionnés pour le Bassin de Marennes-Oléron par Héral ef al. (1984), qui signalent
par ailleurs, que les variations journalie¢res au cours du cycle de marée, des concentrations en

ammonium, peuvent étre plus importantes que les variations saisonnicres. En effet, au cours
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d'un cycle de marée on peut passer, en certains endroits, d'une concentration de 0.5 a 9
pmol L.

Tableau 3 : Concentrations saisonniéres moyennes en azote ammoniacal dissous en

surface et en profondeur a la station 2 (valeur moyenne =+ intervalle de confiance 95 %).

Saison NH, (fond) NH, (surface)
Automne 38+ 1.1 42+1.1
Hiver 2407 3.0+£09
Printemps 2.9+0.7 39+1.2
Eté 54+1.6 5.8+1.6
pmoles.L” —— NH4 (fond) —o— NH4 (surface)
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Figure 11 : Evolution de la concentration en azote ammoniacal dissous en surface et en profondeur entre
septembre 1994 et juin 1998 2a la station 2 (Embouchure de La Seudre).

1-3-2-2 Azote nitreux dissous (NO;") (Fig. 12)

Pour les nitrites, forme oxydée la moins stable de l'azote inorganique, les concentrations
oscillent entre 0.1 et 2 pmol.L"", ce qui démontre une bonne oxydation de cette forme
jusqu'au stade nitrique (au cours de la minéralisation). Les valeurs maximales s'observent

toujours entre novembre et décembre avec des pics supérieurs 2 1 pmol.L™ (Tab. 4).
A la fin de I'été et durant I'automne, les concentrations en nitrites augmentent, et deviennent

maximales au début de I'hiver, pour ensuite diminuer et se stabiliser au printemps autour de
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0.4 umol.L" en moyenne. Il n'y a pas de différences notables entre surface et fond. Ces
observations sont conformes a celles de Robert (1984 b) pour les eaux d'alimentation des

claires ostréicoles de la Baie de Bourgneuf. Par contre, les concentrations observées sont

plus faibles que celles observées par Héral et al. (1983) en amont de La Seudre.

Tableau 4 : Concentrations saisonniéres moyennes en azote nitreux dissous en surface et

en profondeur a la station 2 (valeur moyenne + intervalle de confiance 95 %).

Saison NO; (fond) NO, (surface)
Automne 1.0+£0.2 09+0.2
Hiver 04 0.1 04x0.1
Printemps 0.4+0.1 0.5x0.1
Eté 0.2+0.1 0.3+0.1
urno|es_|_'1 —e—NO2 (fond) —o— NO2 (Surface)
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Figure 12 : Evolution de la concentration en azote nitreux en surface et en profondeur entre septembre 1994 et
juin 1998 a la station 2 (Embouchure de La Seudre).

La superposition de l'évolution saisonniére des teneurs en ammonium et des nitrites
montrent qu'il existe un léger décalage entre les pics estivaux de concentrations en
ammonium et les pics automnaux en nitrites. Ce décalage peut s'expliquer par une phase
active de minéralisation de I'ammonium par les bactéries nitrifiantes. Martin et al. (1976)
expliquent d'ailleurs que les bactéries nitrifiantes ont un taux de croissance lent, et que la

nitrification se développe bien lorsque les temps de séjour des masses d'eaux sont de l'ordre
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du mois. Or a cette période de I'année (fin d'étiage), les dilutions par les eaux fluviales sont

les plus faibles.

1-3-2-3 Azote nitrique dissous (NO53) (Fig. 13)

L'azote nitrique (ions nitrates) est la principale source nutritive azotée des algues. Cependant
en milieux cotiers et estuariens, cette forme est assimilée secondairement apreés I'ammonium

par les communautés phytoplanctoniques dominées par les diatomées (Maestrini et al.,
1982; Maestrini et Robert, 1981).
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Figure 13 : Evolution de la concentration en azote nitrique en surface et en profondeur entre septembre 1994 et
juin 1998 a la station 2 (Embouchure de La Seudre).

Sur la figure 13, le cycle saisonnier de l'azote nitrique apparait bien marqué. Les
concentrations observées entre septembre 1994 et avril 1998 montrent des valeurs variant
entre 0.3 et 106 umol.L"' entre 1'été et I'hiver respectivement. Le tableau 5 présente les
moyennes saisonni€res observées dans l'estuaire de la Seudre. On remarque que les
concentrations les plus faibles s'observent en été, en surface et en profondeur, sans grande
différence entre les deux.

Puis, au cours de l'automne (mois d'octobre) une augmentation sensible de la concentration
est constatée. Cette augmentation se poursuit jusqu'en février-mars (apports par les pluies et

reminéralisation). C'est d'ailleurs I'hiver que I'on constate des concentrations plus élevées en
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surface qu'en profondeur, ce qui doit €tre mis en relation avec les salinités plus faibles
observées en surface (apports d'eau douce). Les premiers blooms phytoplanctoniques
printaniers qui se poursuivent en ét€ contribuent & la diminution des concentrations, jusqu'a

I'épuisement du stock de nitrates.

Tableau 5 : Concentrations saisonniéres moyennes en azote nitrique dissous en surface

et en profondeur 2 la station 2 (valeur moyenne =+ intervalle de confiance 95 %).

Saison NO; (fond)  NOj (surface)
Automne 206 6.7 19.7 +6.9
Hiver 51.6 +10.8 61.0x 15.1
Printemps 26477 325+ 10.9
Eté 26+09 30+1.1

On utilise trés souvent la notion d'azote minéral total, qui est la somme des concentrations
en ammonium, en nitrites et en nitrates. Cette dénomination est généralement employée lors
de I'étude des ratios de nutriments, en relation avec les ratios d'assimilations décrits par
Redfield (1934), méme si, comme nous venons de le voir, chaque forme azotée minérale
présente des variations saisonnieres différentes.

Le cycle saisonnier de l'azote minéral total est conforme a celui décrit par Harvey (1955)
pour des eaux marines des régions tempérées. La figure 14 présente des variations
saisonniéres similaires a celles constatées pour 'azote nitrique. L'azote total minéral dissous
est corrélé fortement avec les concentrations en azote nitrique, puisque cette forme est la
plus abondante a certaine période de I'année. La figure 15 montre 'évolution saisonniére du
pourcentage de nitrates par rapport a l'azote total. On note qu'entre l'automne et le début de
I'été la réserve minérale azotée est représentée par 70 a 98 % d'azote nitrique, alors qu'a la
fin de I'été cette forme ne représente plus que 20 % en moyenne. A ce moment, c'est la
forme ammoniacale de l'azote (NH4") qui est la plus abondante entre 80 et 93 %. Ces
observations sont conformes avec celles de Robert (1984 b) en Baie de Bourgneuf et de

Héral et al. (1984) dans le Bassin de Marennes-Oléron.
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Figure 14 : Evolution de la concentration en azote total en surface et en profondeur entre septembre 1994 et
juin 1998 a la station 2 (Embouchure de La Seudre).
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Figure 15 : Evolution du pourcentage de nitrates par rapport a I'azote total en surface et en profondeur entre

septembre 1994 et juin 1998 a la station 2 (Embouchure de La Seudre).
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Chapitre Il : Caractéristiques physico-chimiques des eaux de l'estuaire de la Seudre

L'augmentation estivale du stock d'ammonium est a mettre en relation entre autre avec la
minéralisation de la matiére organique (activité bactérienne), mais aussi avec l'excrétion
azotée provenant de l'activité alimentaire des mollusques, notamment des huitres présentes
en tres fortes densités autour de cette station de prélevement (Bancs de Ronce et de Perquis).
Ces deux phénomenes thermo-dépendants, seraient révélés a cette période de I'année ou la
part des nitrates consommeés par le phytoplancton est la plus faible, et ou les températures de
l'eau sont les plus élevées. Il est a noter que le phénomene présente une tres forte corrélation

entre surface et fond, soulignant la encore une bonne homogénéisation de la masse d'eau.

1-3-3 Le silicium dissous (SiO3") (Fig. 16)

Les teneurs en silicates présentent un cycle comparable a celui de 'azote nitrique. La matrice
de corrélation (Tab. 11) montre une corrélation positive significative entre les concentrations

en silicates et en nitrates en surface et en profondeur.
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Figure 16 : Evolution de la concentration en silicium dissous en surface et en profondeur entre septembre 1994

et juin 1998 a la station 2 (Embouchure de La Seudre).

Les teneurs en silicates sont les plus faibles au printemps et en été, mais contrairement aux

nitrates il n'y a pas d'épuisement du stock ; en moyenne elles sont comprises entre 7 et 15.2

44



Chapitre Il : Caractéristiques physico-chimiques des eaux de l'estuaire de la Seudre

umol.L™". En général, c'est a la fin de 1'été que les concentrations augmentent pour atteindre
leurs valeurs maximales 2 la fin de I'hiver entre 30 et 50 umol.L"'. Comme le montre le
tableau 6, c'est aussi durant 1'automne et I'hiver que les concentrations présentent le plus de
variabilité. Les concentrations sont sensiblement identiques entre surface et fond. Cependant
au printemps et surtout en hiver, les eaux de surface plus douces présentent des teneurs en
silicates plus fortes, soulignant les apports terrigénes dus aux crues. Cette évolution
saisonniere est identique a celle déja observée entre 1977 et 1981 par Héral et al. (1984) au

centre du bassin de Marennes-Oléron.

Tableau 6 : Concentrations saisonni¢res moyennes en Silicates dissous en surface

et en profondeur 2 la station 2 (valeur moyenne =+ intervalle de confiance 95 %).

Saison SiO; (fond)  SiO; (surface)
Automne 16.6 £4.5 155+4.38
Hiver 177 £ 6.5 202 +84
Printemps 9415 12.0+3.2
Eié 9.0+ 1.8 9.6+19

1-3-4 Le Phosphore dissous (PO,*) (Fig. 17)

Les ions orthophosphates présentent un cycle saisonnier, cependant ce dernier est beaucoup
moins net que pour les nitrates et les silicates ; en effet les fluctuations saisonniéres sont
beaucoup moins marquées. Sur la période d'étude, les concentrations ont oscillé entre 0.1 en
étéet 1.3 pmoles.L'l en automne. Ces concentrations moyennes (Tab. 7) sont comparables a
celles observées par Héral et al. (1984) pour le centre du bassin de Marennes-Oléron, ou
rarement elles dépassent la valeur de 1 pmol.L™".

C'est a partir du début de I'automne que le stock de phosphates se reconstitue (pic autour de
1 umol.L"), durant I'hiver ces concentrations se maintiennent. A partir d'avril-mai les
concentrations chutent pour atteindre la concentration moyenne de 0.4 pumol.L'. Au cours
de I'été celles-ci remontent 1égérement (0.6 pmo].L’l). Dans les eaux de la Charente, Héral et
al. (1984) relevent des valeurs pouvant atteindre 25 pumol.L™! en été ol les débits et les
dilutions sont les plus faibles ; alors que I'hiver, lors des crues, les apports dépassent
rarement 0.1 pmol.L” en amont de la Charente. Ces auteurs ont montré que les particules en
suspensions ainsi que celles du sédiment jouent un role régulateur par adsorption des ions

orthophosphates.
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Figure 17 : Evolution de la concentration en phosphore minéral dissous en surface et en profondeur entre

septembre 1994 et juin 1998 2 la station 2 (Embouchure de La Seudre).

Tableau 7 : Concentrations saisonniéres moyennes en Phosphore minéral dissous en

surface et en profondeur a la station 2 (valeur moyenne * intervalle de confiance 95 %).

Saison POy (fond) POy (surface)
Automne 0.7x0,1 06=+0.1
Hiver 06=x0,2 0.6+0.1
Printemps 04+0,1 0.4+0.1
Eté 0.6+0,1 0.6 +0.1

1-4 Evolution saisonniere des rapports entre nutriments majeurs dans

I'estuaire de la Seudre

De nombreuses études ont montré que l'assimilation des sources nutritives N, P et Si par les
diatomées, se réalisait avec un rapport entre nutriments, proche de celui décrit par Redfield
(1934) pour les eaux océaniques (N:Si:P=16:16:1). En regardant 1'évolution saisonniére de
ces rapports, il est possible d'émettre des hypothéses quant aux éléments nutritifs pouvant

influencer et limiter la production phytoplanctonique de diatomées.
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1-4-1 Rapport ZN:P

Les rapports moyens XN:P sont consignés dans le tableau 8 pour chaque saison. En
automne, hiver et printemps ce rapport est élevé, supérieur 30:1. En été, ce rapport se

rapproche de celui de Redfield (XN:P=16).

Tableau 8 : Evolution saisonniére du rapport moyen ZN:P en surface et en

profondeur 2 la station 2 (valeur moyenne =+ intervalle de confiance 95 %).

Saison IN:P (fond)  ZIN:P (surface)
Automne 359+84 38.0+8.3
Hiver 93.1+19.9 103.7 +21.2
Printemps 914 +230 108.1 +31.9
Eté 15.6 4.2 17.6 5.2
Z N:P ratio —«—N:P fond —o—N:P surface - - - - N:P=16 (Redfield, 1934)
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Figure 18 : Evolution du rapport ZN:P en surface et en profondeur entre septembre 1994 et juin 1998 a la

station 2 (Embouchure de La Seudre).

On remarque donc qu'une grande partie de l'année, comme le montre la figure 18, les
phosphates se retrouvent en quantité limitante. En été le ratio N:P proche du rapport
d'assimilation par le phytoplancton, est rarement inférieur a 16:1. Durant une trés courte
période c'est a dire a la fin de I'été, I'azote se retrouve en quantité limitante par rapport aux

ions phosphates.
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Les rapports tres élevés constatés en hiver et au printemps sont dus aux apports en nitrates
consécutifs aux précipitations. Ces rapports moyens sont nettement supérieurs a ceux
trouvés par Héral et al. (1984) pour les eaux du bassin de Marennes-Oléron, et par Marion
(1985) dans la Baie de Bourgneuf, bien que I'évolution saisonniere de ce ratio soit identique.
Les écarts entre surface et fond sont minimes, cependant c'est en hiver et au printemps que
les eaux de surface présentent un déficit plus important en phosphates que les eaux du fond.
On peut émettre 1'hypothése que les phosphates seraient dans l'estuaire de la Seudre un des

facteurs limitants de la production phytoplanctonique durant 'hiver et le printemps, alors

qu'en fin d'été se serait l'azote.

1-4-2 Rapport N:Si

Comme précédemment on peut remarquer (Fig. 19) que I'évolution du rapport ZN:Si suit un
cycle saisonnier. Au cours de l'année, ce ratio se trouve largement supérieur au rapport de
Redfield de 1:1, les moyennes saisonnieres étant comprises entre 4.2:1 et 1:1. C'est durant

I'hiver et le printemps que les valeurs sont les plus fortes (Tableau 9), alors que I'été ce

rapport tend vers 1:1 ou bien méme devient inférieur a 1.
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Figure 19 : Evolution du rapport ZN:Si en surface et en profondeur entre septembre 1994 et juin 1998 2 la
station 2 (Embouchure de La Seudre).
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Les silicates se trouvent donc en conditions limitantes par rapport a l'azote pendant une

grande partie de 1'année. C'est seulement a la fin de I'été ou les apports et les concentrations

en nitrates sont les plus faibles, que 1'azote se retrouve facteur limitant par rapport aux

silicates. En général le ratio entre I'azote minéral total et les silicates suit la méme évolution

en surface et en profondeur.

Tableau 9 : Evolution saisonniére du rapport moyen XN:Si en surface et en

profondeur a la station 2 (valeur moyenne =+ intervalle de confiance 95 %).

Saison ZN:Si (fond)  EN:Si (surface)
Automne 1.8+0.4 1.9+04
Hiver 38+14 42+1.7
Printemps 3307 34+£09
Eté 1.0+£0.3 1.0+£0.2

1-4-3 Rapport Si:P

L'évolution du rapport entre silicates et phosphates présente une certaine saisonnalité, mais

aussi une grande variabilité au regard du tableau 10 et de la figure 20. Les valeurs les plus

faibles s'observent en été, elles sont proches du ratio de Redfield de 16:1.
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Figure 20 : Evolution du rapport Si:P en surface et en profondeur entre septembre 1994 et juin 1998 a la station

2 (Embouchure de

La Seudre).
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Au cours de l'automne ce ratio augmente pour atteindre en hiver ses valeurs maximales, lors
des crues. Les silicates, qui proviennent principalement des fleuves par la diagénese du
sédiment et des roches, se retrouvent donc en excés par rapport aux ions orthophosphates,
qui comme nous l'avons vu précédemment, ne voient pas leurs concentrations augmenter.

On peut donc avancer le fait que les phosphates, comme nous 'avons déja constaté lors de
I'examen du rapport ZN:P, sont en quantité limitante pour la production phytoplanctonique
durant une bonne partie de I'année. Cependant, si I'on regarde plus précisément la figure 20,
on peut noter en 1995 et en 1996, et seulement en 1997 pour les eaux de surface, que la fin
de 1'été et le début de l'automne sont marqués par un déficit en silicates par rapport au
phosphore minéral dissous. Or cette période est le début de I'affinage dans les claires et cette
constatation peut avoir une importance considérable quant a l'installation des diatomées dans
celles-ci, quand on sait 'importance des silicates pour ce groupe phytoplanctonique. Durant
une treés courte période les silicates seraient facteur limitant dans ['estuaire de la Seudre et

ceci correspond au mois d'octobre-novembre.

Tableau 10 : Evolution saisonniére du rapport moyen Si:P en surface et en

profondeur & la station 2 {valeur moyenne :* intervalle de confiance 95 %).

Saison Si:P (fond) Si:P (surface)
Automne 23462 23459
Hiver 28.1 277 31.0x 105
Printemps 283+45 328+6.2
Eté 179 +4.8 19.5+4.8

1-5 Corrélations entre les variables hydrologiques étudiées

La matrice de corrélation (Tab. 11) résume les relations entre les différents parameétres
hydrologiques étudiés dans l'estuaire de la Seudre entre les mois de septembre 1994 et de
juin 1998. Si I'on regarde les cases en gris foncé, on peut remarquer, que pour chaque
paramétre une trés forte corrélation positive existe entre les eaux de surface et celles du
fond. Les relations les plus fortes s‘observent pour la salinité, les nitrites, les nitrates, alors
que pour I'ammonium, les silicates et les phosphates cette relation est moins forte (R<0.90).

Les écarts entre surface et profondeur sont plus importants pour ces parametres.
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Tableau 11 : Matrice de corrélation des variables hydrologiques étudiées entre septembre 1994 et juin 1998
dans l'estuaire de la Seudre. Ne figurent dans le tableau que les corrélations significatives (p<0.05). Les cases
en gris foncé soulignent la relation entre chaque parameétre en surface et en profondeur, celles en gris clair

soulignent une forte corrélation entre les différents paramétres.

Salinité Salinit¢ NH4 NH4 NO2 NO2 NO3 NO3 Ntotal Nitotal SiO3 Si103 PO4 PO4
fond surface fond surface fond surface fond surface fond surface fond surface fond surface

Salinité
fond
Salinité
surface
NH4
fond

NH4 630 025
surface

NO2
fond 0.26  -0.30 1

NO2

1

0.42 1

-0.30  -0.36 1
surface T ;
NO3 -0.88 -0.89 -042 -0.31 041 0.41 1
fond

NO3 " 085 -088 -038 -024 039 048
surface

Ntotal g8 085 -027 0.41 0.41 0.98 0.94 I

(fond -

N total - [EE g EEniss 040 051 093 1

surface : -

Dos 038 -040 045 040 045 039 046 041 |

SI03 541 045 039 047 041 043 042 048 1

surface ‘ .

PO4 0.28 0.44 0.29 1
fond

PO4 026 027 046 041 m I
surface

Il est intéressant de regarder la relation entre la salinité et les sels nutritifs. En effet, la
salinité est sous la dépendance des apports d'eau douce par la Charente, et au recyclage des
eaux de la Gironde par le pertuis d'Antioche (Héral et al. 1984).

L'ammonium et la salinité sont corrélés de fagon positive : lorsqu'en période estivale les
salinités augmentent, les teneurs en ammonium elles aussi augmentent. Il ne faut pas
rechercher une relation directe entre ces deux parameétres ; I'ammonium provient de la
minéralisation bactérienne de la matiere organique et aussi de l'excrétion dissoute des
mollusques entre autres. Vincendeau (1987) signale que dans la baie de Marennes-Oléron, le
taux d'excrétion ammoniacale augmente de décembre 2 juin de 0.3 2 2.1 pmol.h™" pour un
individu de 1 g de poids de chair séche soit un individu d'environ 70 g de poids total. Or en
période d'étiage les apports en eau douce sont réduits et par conséquent les dilutions des

masses d'eaux marines sont trés faibles.
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Nitrites, nitrates et silicates sont, par contre, corrélés de facon négative avec la salinité. On
voit donc que l'asgmentation, en période hivernale des teneurs en nitrites, silicates mais
surtout des nitrates (R = -0.8), s'accompagne de la baisse des salinités consécutive aux
apports d'eau douce dans le bassin.

En ce qui concerne les ions orthophosphates (phosphore minéral dissous), aucune relation
significative n'est mise en évidence avec la salinité.

On peut noter la corrélation positive significative entre silicates et phosphates, ainsi qu'entre
silicates et azote minéral total. Ces corrélations positives peuvent s'expliquer par I'utilisation
de ces sels nutritifs par les producteurs primaires et notamment le phytoplancton, mais aussi
par llorigine de ces éléments apportés par les fleuves environnants (Charente, Gironde et a

moindre échelle la Seudre).

2 RELATIONS ENTRE LES PARAMETRES NUTRITIONNELS DE
L'ESTUAIRE DE LA SEUDRE ET CEUX DES CLAIRES
EXPERIMENTALES.

Corume nous l'avons déja mentionné dans ce chapitre, les dates d'échantillonnage de 1'eau de
la claire 5 (claire témoin) correspondent aux interventions concernant le suivi de la fertilité
potentielle de l'eau pour Haslea oswearfia. Il ne s'agit pas d'un suivi annuel, car cette étude
n'a été réalisée que durant les périodes d'abondance d'H. estrgaria dans les claires, c'est a
dire de 'automne au début de I'hiver et du début jusqu'a la fin du printemps (Voir Tab. 1).
Quand cela était possible, nous avons donc regardé si les observations constatées pour les
concentrations en sels nutritifs dans 'estuaire étaient corrélées avec celles faites a la méme
date dans la claire n05. Ainsi, 17 dates de prélevements d'eau dans la claire n°S
correspondent avec un échantillonnage de la station 2 de ['estuaire de la Seudre. II faut noter
que ces prélevemants ont pratiguement toujours été réalisés lors des vives eaux, lorsque la
claire est alimentée. L.a question posée était de savoir si la station 2 caractéristique de
l'estuaire de la Seudre est un bon indicateur de la qualité et de la composition nutritive de
I'eau alimentant les claires de la Seudre, durant les périodes d'abondance d'Haslea ostrearia.

Les figure 21 et 22 décrivent I'évolution saisonniére des concentrations en sels nutritifs dans
l'estuaire de la Seudre et dans la claire nOS du marais expérimental. Les concentrations
observées dans la Seudre a la station 2, correspondent a la moyenne entre concentration en

surface et en profondeur.
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Les figures 21 et 22 décrivent I'évolution saisonniére des concentrations en nutriments dans
l'estuaire de la Seudre et dans laclaire n°5 du marais expérimental.

Pour I'ammonium, les nitrites, les nitrates, les phosphates et les silicates, on peut remarquer
que la gamme de concentrations observée dans les eaux provenant de la claire n05, est
similaire & la gamme de concentrations décrite pour ces nutriments dans les eaux de la
Seudre. Par contre, il est intéressant de remarquer que pour les nitrates et par conséquent
'azote total dissous les concentrations observées dans la claire sont toujours inférieures aux
concentrations observées dans la Seudre.

Pour 'ammonium et les silicates aucune corrélation significative n'est mise en évidence
entre les concentrations observées dans la Seudre et la claire (Tab. 12). Par contre les
concentrations en nitrites, nitrates et phosphates montrent des corrélations significatives
entre la Seudre et la claire n05 (Tab. 12). De méme, seul le rapport NiP présente une
corrélation positive significative entre |'estuaire de la Seudre et la claire n°5.

Cependant, méme s pour I'ammonium, il est plus difficile d'établir une relation entre les
concentrations oheervées dans la Seudre et celles constatées dans la claire n05, on peut
constater, sans établir de relation significative, que la concentration en silicates dans la claire

n°®5 évolue de fagon similaire avec celle de 1a Seudre.

Tableau 12 : Corrélations entre les concentrations et les ratios en nutriments observés dans la Seudre et dans la
claire nd5 lors de l'alimentation du marais. (R = coefficient de corrélation ; p = probabilité ; ns : non
significative | ¥ : p<0.05 ; ** : p<0.0l ; *** : p<0.0).

Coefficient de Corrélation el lest de significativité

R P
NH, 0.106 ns
NO, 0.800 ok
NO} 0.723 ok
Niciat 0.773 ok
PO, 0.531 *
SiO) 0.268 ns
N:P 0.668 >
N:Si 0.231 ns
Si:P -0.0784 s
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Figure 21 : Evolution saisonniére des concentrations moyennes dans 'estuaire de la Seudre @ et dans la claire

n°s

du marais expérimental pour I'azote ammoniacal, azote nitreux et 'azote nitrique dissous.
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Figure 22 : Evolution saisonniére des concentrations moyennes dans l'estuaire de la Seudre @ et dans 1a claire

1°5 @ du marais expérimental pour 'azote total, les phosphates et les silicates dissous.
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3 DISCUSSION ET CONCLUSION

L'évolution de la salinité dans I'estuaire de la Seudre montre, au cours des quatre années de
suivi, un cycle bien marqué. Les dessalures sont les plus fortes en hiver (janvier-février),
alors qu'a partir du printemps et jusqu'a la fin de I'été, I'eau de l'estuaire de la Seudre
présente des salinités comprises entre 32 et 38 %o. L'influence des eaux douces apportées par
cette riviere ne se fait sentir que durant une courte période de I'année (fin de ['automne et
hiver). L'influence de la Charente, sur les salinités observées dans le bassin de Marennes-

Oléron, est largement plus importante que celle de la Seudre (Soletchnik et al., 1998).

Si I'on s'intéresse a I'évolution de l'azote total minéral dissous dans cette zone du bassin de
Marennes-Oléron, on remarque que la réserve inorganique d'azote est fortement corrélée
avec les concentrations en nitrates : ces derniers représentent entre 70 et 98 % de la réserve
azotée dissoute durant une grande partie de l'année. Cette tendance s'inverse l'été, ol en
effet, la forme azotée ammoniacale devient trés majoritaire. Ces observations sont en accord
avec les travaux précédents réalisés dans la partie centrale du bassin de Marennes-Oléron

par (Héral et al., 1984, Ravail-Legrand, 1993).

Le cycle saisonnier du silicium, comme celui des nitrates est bien marqué. La chute des
salinités, lors des crues hivernales et printanieres correspond avec I'observation de pics de
concentrations en silicates, soulignant le caractere terrigene de ces demiers. Ce cycle est
concordant avec celui observé par Héral ef al. (1984) pour une station du centre du bassin.
Cependant, il différe de ce que l'on observe dans l'estuaire de la Charente ot les débits du
fleuve sont largement supérieurs & ceux de la Seudre (Héral e al. 1983). Soletchnik ez al.
(1998) constate une différence de concentration d'un facteur 2 en moyenne entre l'estuaire de

la Charente et celui de la Seudre.

Les concentrations en phosphore dissous suivent un cycle saisonnier 1égérement marqué : en
effet, I'amplitude de variation des concentrations est trés faible. Les valeurs les plus fortes
s'observent généralement en automne et en hiver (apports fluviaux), alors qu'au printemps et
en été les concentrations sont les plus faibles. Par rapport & l'estuaire de la Charente les
différences sont importantes, les concentrations en phosphates sont en moyenne 3 fois plus
faibles dans l'estuaire de la Seudre (Soletchnik ef al., 1998). Héral et al. (1984) signalent

également en hiver, lors des périodes de crues, des concentrations comprises entre 2 et 3
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umoles.L™, alors que lors de 1'étiage du fleuve elles peuvent atteindre dans la Charente des
valeurs proches de 25 umoles.L!, lorsque les dilutions et les débits sont les plus faibles.
Dans l'estuaire de la Seudre, nous n'observons pas de tels phénomeénes. Les concentrations
dépassent rarement 1 pmoles.L!, et c'est 1'été que les concentrations sont les plus faibles
(entre 0.4 et 0.1 pmoles.L'). On peut penser que les apports anthropiques en phosphates ont
diminué au cours des 20 dernieres années, par 'amélioration du traitement des eaux usées

grice au développement des stations d'épurations (Soletchnik er al., 1998).

Toutes ces constatations permettent d'affirmer, comme l'avait déja souligné Moreau
(1970), que d'un point de vue hydrobiologique, a la différence de la Charente, la Seudre

se comporte plus comme un véritable bras de mer.

L'analyse des rapports molaires entre nutriments dans 'estuaire de Ja Seudre permet de
mettre en évidence un cycle d'évolution saisonnier. Durant la majeure partie de 'année (de la
fin de l'automne a la fin du printemps), le phosphore minéral dissous pourrait étre considéré
comme le premier facteur limitant, devant les silicates, de la production phytoplanctonique.
De la fin de I'été jusqu'au début de l'automne, 'azote total minéral dissous, suivi des silicates
, se retrouveraient limitants par rapport au phosphore. L'automne (de la mi-septembre 2
novembre) présente une particularité : en effet, alors que le stock d'azote total minéral se
reconstitue et que les concentrations en phosphates augmentent légeérement, les
concentrations en silicates n'évoluent pas. Pour cette période trés courte (2 mois), les
silicates pourraient étre considérés comme le premier facteur limitant. Or cette période de
l'année correspond 2 la remise en eau des claires pour l'affinage des huitres. Cette limitation
par les silicates pourrait donc affecter le développement des blooms automnaux précoces
dans les claires, et notamment 'apparition du verdissement, c'est pourquoi, une comparaison
des observations réalisées dans l'estuaire de la Seudre avec celles faites lors des campagnes
de prélevements dans les claires ostréicoles du marais expérimental, a été tentée.

De cette comparaison, il ressort que les eaux de la claire n°5 du marais expérimental
présentent des qualités physico-chimiques trés proches de celles de la station 2
caractéristique de l'estuaire de la Seudre. On peut donc dire qu'en période de vives eaux
("malines"), lors des renouvellements périodiques en eau, les caractéristiques définies dans
I'estuaire de la Seudre sont représentatives de celles des eaux d'alimentations des claires
bordant cet estuaire, comme c'est par exemple le cas pour le marais expérimental de

I'TFREMER.
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L'étude de la fertilité des eaux des claires ostréicoles du marais expérimental a tout d'abord
nécessité la réalisation d'une étude descriptive des paramétres physico-chimiques des eaux
de l'estuaire de la Seudre qui alimentent ce marais en période de "vives eaux". Cette étude
hydrologique a permis de préciser le role des éléments nutritifs pouvant intervenir dans la

limitation de la production primaire pour le site d'étude et la période de suivi.

Cependant, cette phase purement descriptive n'était pas suffisante pour décrire et confirmer
les potentialités nutritionnelles d'une eau donnée, vis a vis d'une espéce algale précise. Afin
donc de déterminer les éléments limitant la prolifération d'Haslea ostrearia dans les claires
ostréicoles de la rive droite de la Seudre, l'emploi de tests de fertilité couplés a des tests

d'enrichissements différentiels, s'est avéré nécessaire.

Dans ce chapitre, l'utilisation de ces bioessais a été développée afin d'estimer la fertilité
potentielle des eaux étudiées et de déterminer précisément le ou les facteurs nutritionnels
pouvant limiter le développement d'Haslea ostrearia dans les claires de l'estuaire de la

Seudre. Dans un deuxiéme temps, les besoins nutritionnels de la navicule "bleue" ont été

définis.
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1 INTRODUCTION

Apres avoir décrit dans le chapitre précédent les potentialités nutritionnelles des eaux de
l'estuaire de la Seudre, 1l était nécessaire de vérifier les estimations faites, au moyen de
I'emploi de tests biologiques in vitro. Nous avons donc réalisé des bioessais sur les eaux
récoltées dans les claires du marais expérimental de la station IFREMER de La Tremblade,
afin de déterminer la fertilité de ces eaux ainsi que la variabilité saisonni¢re de cette fertilité.
Maestrini et Robert (1979) ont décrit l'intérét et les limites de l'emploi de ces tests
biologiques, ainsi ils ont défini le terme de fertilité comme suit : c'est la capacité d'une eau a
supporter la croissance d'une espéce algale donnée ou d'une population hétérogéne ; cette
fertilité, en l'absence de broutage, est une notion pondérale représentée par une biomasse
potentielle produite ; au laboratoire, en conditions contrblées (température et éclairement
constants et non limitants), la fertilité d'une eau donnée est fonction uniquement de la

quantité en nutriments.

L'utilisation de la méthode des enrichissements différentiels permet de mieux préciser la
nature de 1'élément limitant la fertilité d'une eau étudiée. Parmi les éléments nutritionnels le
plus souvent retenus pour les tests biologiques on trouve 'azote, le phosphore, la silice, ainsi

que certains métaux (fer et manganese généralement).

Dans cette étude, Haslea ostrearia a €té la seule espéce algale testé€e, parce qu'elle est a
l'origine du phénomene de verdissement. Il est important de signaler icit que la notion de
fertilité potentielle peut varier d'une espéce a l'autre et que tous les résultats présentés ci
apreés n'ont de valeur que pour cette seule espece. En conséquence, il ne peuvent en aucun
cas étre généralisés a un peuplement naturel et donc a la production primaire globale de ces

milieux.
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2 FERTILITE DES EAUX DES CLAIRES OSTREICOLES DU MARAIS
EXPERIMENTAL POUR HASLEA OSTREARIA.

2-1 Matériels et méthodes

2-1-1 L'algue test

Pour tester la fertilité de l'eau des claires ostréicoles du marais expérimental de la
Tremblade, nous avons utilis€ comme algue test la diatomée Haslea ostrearia. Nous ne
reviendrons pas sur la description de cette espéce (Voir Chapitre I). Ainsi toutes les
expérimentations, ayant trait aux tests de fertilité et aux expériences d'enrichissements
différentiels, ont été réalisées avec une souche de cette espece provenant de l'algotheque du
Laboratoire de Biologie Marine de I'Université de Nantes.

Pour les premieres expériences réalisées en 94-95, nous avons utilisé une souche isolée des
claires ostréicoles de la Baie de Bourgneuf. Pour toutes les expérimentations suivantes la
souche provenait des claires ostréicoles de Marennes-Oléron. Les souches utilisées ont été

rendues axéniques par traitements aux antibiotiques.

2-1-2 Périodes de suivi de la fertilité potentielle

Entre novembre 1994 et avril 1996, 18 campagnes de prélevements ont été réalisées. Dans la
premiére série d'expériences, les eaux testées ne provenaient que d'une seule claire (n°5),
cette claire était dépourvue d'huitre. La deuxiéme série d'expériences a permis de comparer
deux claires, la claire n°5 (sans huitre) et la claire n°1 avec 20 huitres au m? (norme AFNOR
pour l'appellation "fines de claire”. Le but étant, dans cette deuxiéme série d'expériences, de
savoir si les huitres modifient la fertilité potentielle des eaux de la claire ol elles sont
immergées. Durant les deux séries d'expériences les dates de prélévement dans les claires
étaient tributaires du coefficient de marée. En effet un prélévement était réalisé en période
d'alimentation en eau, puis en fin de séjour de cette méme eau dans la claire, permettant
ainsi de savoir si la fertilité des eaux nouvellement entrées, se modifie au cours de la période
de mortes-eaux (influence du sédiment (minéralisation, adsorption, désorption),

consommation des sels nutritifs par les populations phytoplanctoniques des claires,...).

En période estivale aucune expérimentation n'a eu lieu ; les claires subissant un assec de 1 a

2 mois (parage et gralage). De plus lors de la remise en eau des claires en septembre 1995, le
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marais ne put étre utilisé, des expérimentations par la station IFREMER s'y déroulant. Nos

expérimentations n’ont pu reprendre qu’en janvier 1996.

Tableau 13 : Dates de prélévements d'eau dans la ou les claires du marais expérimental et situation du

prélevement dans le cycle d'alimentation en eaux.

Date de prélévement N° de la claire étudiée Position dans le cycle d'alimentation en
eau des claires

Fin séjour dans les claires

2-1-3 Mise en ceuvre des bioessais

Pour chaque campagne, l'eau est prélevée dans chaque claire et filtrée sur place sur
membrane Millipore en acétate de cellulose de 1,2 um de vide de maille (préfiltration et
filtration), et répartie en bidons de 25 litres. Les échantillons ainsi récoltés sont acheminés
dans les meilleurs délais au laboratoire de Biologie Marine de Nantes, et stockés en chambre
froide durant ]a nuit. Le lendemain matin, une nouvelle filtration est réalisée sur membrane

Millipore en acétate de cellulose de 0,45 pm de vide de maille (préfiltration et filtration).
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L'eau est ensuite répartie dans des erlenmeyers (300 ml/erlenmeyer de 500 ml),
préalablement autoclavés afin de limiter au maximum toute contamination de la verrerie.
L'expérience a été réalisée en triplicata pour pouvoir réaliser des traitements statistiques.

Parallelement un inoculum d'H. ostrearia est préparé 7 jours avant l'ensemencement, afin
d'obtenir une biomasse suffisante. Cet inoculum est passé 48 heures sur eau de mer pauvre,
afin d'épuiser les cellules algales de leurs réserves potentielles (Berland er al, 1973;

Maestrini et Robert, 1981). Ensuite cette culture axénique est inoculée dans les erlenmeyers

3 une concentration de 2000 cellules.mL-l. Les cultures sont ensuite maintenues 2
température constante de 15°C, sous un éclairement de 100 umoles de photons.m'z.s'l, avec
une photopériode jour-nuit de 14h-10h.

On réalise des numérations cellulaires journaliéres a partir du quatrieme jour de culture. Au
pic de croissance, des filtrations sont réalisées sur filtre GF/F de 2.5 cm de diamétre, pour
estimer les teneurs en chlorophylle a et phéopigments (uniquement pour les expériences de
1996) suivant la méthode de Lorenzen (1967).

Au début de l'expérimentation et aprés les tests de fertilité, I'eau est analysée a l'auto-
analyseur SKALAR (pour I'estimation des concentrations en NO,, NOs, SiOs, et PQy), et
l'azote ammoniacal {NH4) est dosé manuellement. Les méthodes d'analyses sont identiques
celles décrites dans le chapitre 11

Pour la période 1994-1995, les filtrats étaient congelés. En 1995-96 les échantillons ont été
analysés au SKALAR immédiatement aprés collecte sur le terrain et apres les tests de

fertilité afin de s'affranchir de la phase de congélation.

2-2 Fertilité des eaux d'une claire ne contenant pas d'huitres

2-2-1 Résultats

La fertilit€ comme nous l'avons défini précédemment s'exprime par la biomasse maximale
produite par l'algue test utilisée. La figure 23 présente les biomasses maximales atteintes en
nombre de cellules produites lors des expériences réalisées avec les eaux provenant de la
claire sans huitres entre novembre 95 et avril 96. Dans le tableau 14 sont présentées les

biomasses maximales produites, ainsi que les taux de divisions observés lors de ces

expérimentations.
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Figure 23 : Biomasse maximale obtenue en densité numérique apres culture d'Haslea ostrearia sur les eaux

provenant de la claire sans huftre.

Tableau 14 : Densités numériques maximales moyennes et taux de divisions moyens obtenus apres culture des

algues. Les prélevements sont regroupés par tests : en grisé pour l'eau venant d'entrer dans la claire, en blanc la

méme eau aprés son séjour dans la claire.

Prélevement Densité numérique en cellule Taux de division journalier Durée
cell.mL* 7 (div.J") i

0.66 = 0.01

41830 + 9269

10283+ 781

12100+ 1604 043 +0.03

e e P e T

20/04/96 15133+ 682 0.49 + 0,01 6
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On remarque que les deux séries d'expériences différent en terme de fertilité, en effet les
densités numériques ainsi que les taux de divisions observés sont plus importants lors de la
premiere série d'expérience (94-95). En moyenne la fertilité des eaux récoltées entre
novembre 94 et avril 95 est 4 fois plus importante que celle des eaux collectées entre janvier
et avril 96. Ces périodes d'études ont été choisies car elles sont connues comme étant les
périodes de fertilité potentielle maximale des eaux des claires ostréicoles (Robert, 1983).

11 est difficile de relever une tendance d'évolution saisonnieére. On doit noter, qu'entre
décembre et mars, les biomasses maximales produites sont les plus fortes (tableau 14). Ceci
est en accord avec les travaux de Robert (1983) et Marion (1985). Pour ces auteurs, avec les
eaux des claires de la baie de Bourgneuf, les biomasses maximales produites sont observées
en période hivernale avec des densités numériques comprises entre 10000 et 20000 cell.mL’
! et des taux de divisions compris entre 0.2 et 0.3 div.J"\. Ces chiffres sont en accord avec
uniquement les expériences de 1996.

Nous avons donc réalisé des tests statistiques sur nos données (biomasse maximale produite,
et taux de division). Nous avons comparé tout d’abord les deux années ainsi que I’origine de
I’eau (eau nouvellement entrée dans la claire, et la méme eau aprés séjour dans la claire

durant le cycle de mortes eaux). Les résultats sont présentés dans le tableau 15.

Tableau 15 : Résultats des ANOVA & deux facteurs pour la comparaison des parameétres
"biomasse maximale produite” et le "taux de division™ entre année et entre les eaux

entrantes dans la claire et celles y ayant séjourné.

Parameétres Facteur Ddl F p

Biomasse maximale produite Année I 355.356 < 0.001
Origine eau 1 0.006 0.940
Année x Origine eau 1 0.839 0.364

Taux de division Année 1 247474 < 0.001
Origine eau 1 0.210 0.649
Année x Origine eau 1 1.634 0.207

Que ce soit pour les biomasses maximales produites ou les taux de divisions observés, les

résultats sont similaires. La différence entre les deux années d’expérimentation est

hautement significative (p<0.001).
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Par contre aucune différence significative n’est mis en évidence entre les biomasses
maximales et les taux de divisions obtenus avec une eau nouvellement entrée dans la claire

et la méme eau apres séjour durant les marées de mortes eaux.

2-2-2 Discussion
Pour expliquer ces différences importantes observées entre les deux séries
d’expérimentations, plusieurs hypoth€ses peuvent étre avancées :
» la premiére concerne les teneurs en sels nutritifs qui différeraient grandement
entre les deux années d'expériences ;
¢ la seconde serait d'ordre physiologique et concernerait le clone d'algue utilisé et
notamment sa taille ;
» enfin ces différences pourraient s'expliquer par des facteurs nutritionnels non pris
en compte par nos analyses (azote et phosphore organiques ou bien certains

oligo-éléments (comme les métaux par exemple)).

11 est donc intéressant de regarder les concentrations en sels nutritifs {(azote total minéral
dissous (NH4+NO,+NQj), silicates dissous et le phosphore minéral dissous) des eaux
testées. La figure 24 présente les concentrations observées lors des prélevements dans la
claire n°S.

Globalement les concentrations observées ne présentent pas de différences sensibles d'une
année sur l'autre. Pour 'azote total minéral dissous, elles sont comprises entre 15.0 et 49.4
umoles.L”! pour les eaux nouvellement entrées dans la claire, et entre 1.4 et 21.4 pour les
eaux ayant séjourné dans la claire. Pour les silicates dissous, elles sont comprises entre 7 et
38 pmoles.L'1 pour les eaux nouvellement entrées, et entre 7 et 33 umoles.L pour les eaux
ayant séjourné dans la claire. Pour le phosphore minéral dissous, les concentrations sont
comprises entre 0.2 et 1 ;umoles.L'l pour les eaux nouvellement entrées, et entre 0.1 et 1.2
umoles. L™ pour les eaux ayant séjourné dans la claire.

De plus, on note uniquement un appauvrissement en azote de I’eau aprés séjour dans la
claire, alors que les biomasses maximales produites et les taux de divisions obtenus avec ces
eaux ne different pas statistiquement de celles et ceux observés avec les eaux nouvellement
entrées. On ne peut donc retenir cette premiére hypothese car, densit€és numériques en
cellules obtenues ainsi que taux de divisions observés présentent une certaine homogénéité

pour chaque année.
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Figure 24 : Concentrations en sels nutritifs {azote total minéral dissous, silicates dissous, phosphore minéral

dissous) des eaux testées dans la claire n®5 du marais expérimental. Ces concentrations correspondent & celles

des eaux testées lors des tests de fertilité potentielle.
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Il apparait donc bien difficile de mettre en €vidence une relation entre richesse nutritive
initiale et biomasse maximale produite. Les eaux ayant s€journé dans la claire se sont
appauvries en azote et quelque fois en silicates et phosphates alors que les biomasses
produites sont équivalentes a celles obtenues avec les eaux nouvellement entrées.

D’un point de vue physiologique, par contre, on peut tenter d’expliquer les différences
observées entre les deux séries d’expériences. En effet, il faut noter que le clone utilisé
n'était pas le méme en 1995 et 1996. Le tableau 16 montre les caractéristiques des deux

clones utilisés.
Tableau 16 : Biomélrie et origine du clone utilis€ pour les expériences de fertilité sur

les eaux des claires ostréicoles du marais expérimental de la Tremblade.

Expénences Origine du clone Taille (umy)
1994-1995 Baie de Bourgneuf 59.5+£07
1996 Claire de la Tremblade 79.2+33

Le clone utilisé en 1994-95 mesurait 59.5 um, celui utilisé en 1996 mesurait quant a lui 79.2
um. Le clone de petite taille présente comme nous 'avons vu un taux journalier de division
nettement supérieur a celui observé pour le clone utilis€ en 1996. Or Robert (1978) a montré
qu'une taille proche de 60 pm correspond & une taille critique, a partir de laquelle
normalement la croissance algale est perturbée (diminution du taux de croissance,
déformation des valves,...). Toutefois plusieurs auteurs ont signalé pour les diatomées une
corrélation négative entre taux de division et taille des cellules (Banse, 1976; Sommer,

1983).

Par ailleurs, on peut penser que des facteurs nutritionnels, non pris en compte dans nos
analyses, ont joué un role prépondérant en permettant I'obtention de biomasses et de taux de
division plus élevés en 1995. Tl pourrait s'agir de sources nutritives organiques dissoutes
(Wheeler er al., 1974; Bonin et Maestrini, 1981; Robert, 1983) ou bien d'oligo-éléments
comme certains métaux (fer et manganeése par exemple) qui ont un rdle important dans la
croissance algale (Huntsman et Sunda, 1980; Brand et al., 1983; De Baar er al., 1989;
Moreau et al., 1994).
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2-3 Comparaison de la fertilité des eaux de deux claires en présence ou
non d'huitres

En 1996, nous avons étudié en période hivernale et printaniere la fertilité potentielle des
eaux de deux claires ostréicoles du marais expérimental. Le but était de savoir si, I’eau d’une
claire contenant des huitres, présente une fertilité potentielle plus élevée que celle d’une
claire sans mollusque. En effet de nombreux auteurs ont montré, que les mollusques (entre
autres moules et huitres) excrétent divers composés qui peuvent suivre différentes voies de
dégradation (dégradation enzymatique, dégradation via les bactéries) ou d’assimilation.
Toutes ces substances dissoutes, minérales ou bien organiques, peuvent étre utilisées par les
microalgues (Bayne et al, 1976; Bonin et Maestrini, 1981; Maestrini et Robert, 1981;
Doering et al., 1986). Nous avons donc tenté de vérifier ces constatations in sifu a I’échelle
d’une claire ostréicole, en travaillant avec une densité d‘élevage et d’affinage de 20 huitres
au m?, identique a celle utilisée dans la pratique par les professionnels. De plus cette densité
en huitres correspond a la densité maximale autorisée par la norme AFNOR pour
Pappellation "fine de claire”. Pour ces expérimentations, une amélioration de
'échantillonnage dans les claires a ét€ réalisée par rapport a celui effectué en 1994-1995.
Les claires ont été découpées en six sous-unités d'égale surface, afin de tenir compte de la
variabilité spatiale pouvant affecter les teneurs en sels nutritifs (e.g. influence du vent,

proximité du bondon d'alimentation).

2-3-1 Estimation de Ia fertilité potentielle

Les densités numériques maximales obtenues sont présentées dans la figure 24, et le tableau
17. Le nombre maximal de cellules produites sur les eaux provenant des claires du marais
expérimental est compris entre 7100 et 15133 cellules.mL™". Ces valeurs sont comparables &
celles obtenues par Robert (1983) pour les eaux des claires ostréicoles de la Baie de
Bourgneuf. Les taux de divisions moyens sont compris entre 0.30 et 0.49 div.j"' ce qui
correspond a des valeurs deux fois plus importantes que celles observées par Robert (1983).
Pour ces variables, on remarque une certaine homogénéité des résultats. Les analyses
statistiques (ANOVA a deux facteurs) confirment cette observation (tableau 18). En ce qui
concerne les densités numériques en cellule, ainsi que les taux moyens de divisions, aucune
différence significative n'est mise en évidence entre les claires ainsi que les eaux testées
(eaux entrantes dans les claires et eaux ayant séjourné dans ces bassins). Il semble donc que

la fertilité, si elle est exprimée en terme de cellules produites, bien que Iégerement plus
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faible aprés séjour de l'eau dans les claires (sauf pour le mois d'avril), ne différent pas

statistiquement entre claires ni entre périodes d'échantillonnage.

Tableau 17 : Densités numériques maximales, chlorophylle a produite, teneurs intracellulaires en chlorophylle
a et taux de divisions obtenus aprés culture des algues. Les prélévements sont regroupés par bioessais : en grisé

pour 'eau venant d'entrer dans les claires, en blanc la méme eau apres son séjour dans les claires.

Prélévement Claire Densité numérique Chlorophyllea Chlorophylle a Taux de division
en cellule produite intracellulaire journalier

(div.J"

01/02/96 Sans Huitre 8423+ 1056  42.6+26.5 2+42  034+003
01/02/96 Avec Huitres 7100 = 1091 339498 49+33 0.30+ 0,04

e T I9R00 &

X

s

24+28 039 +0.02
4+1.1 0.41+0.01

25.4+323
26.7+12.4

Sans Huitre
Avec Huitres

e

~ 06/03/96
06/03/96

TR T

= 0 + 1821 -7 1 A 2 = 0,035
28/03/96 Sans Huitre 12100 + 1604 24.0+222 21+x24 0.43+0.03
28/03/96  Avec Huitres 12817 + 1986 329+ 164 26+1.6 0.44 + 0.04

.49 +0.01
0.48 +0.01

' as itr 5133 o
29/04/96  Avec Huitres 15017 = 461

Tableau 18 : Résultats des ANOVA a deux facteurs pour la comparaison des paramétres densité numérique en
cellule produite, taux de division, chlorophylle a produite et chlorophylle a intracellulaire entre la claire avec

huitres et la claire sans huitre et entre les eaux entrantes dans les claires et celles y ayant séjourné.

Paramétres Facteur Ddl F p

Densité numérique en cellule Claire 1 0216 0.645
Origine eau 1 1.732 0.195
Claire x Origine eau 1 0.202 0.655

Taux de division Claire 1 0.202 0.655
Origine eau 1 2.271 0.139
Claire x Origine eau 1 0.370 0.546

Chl a produite Claire 1 1.114 0.297
Origine eau 1 18.464 <0.001 ***
Claire x Origine eau 1 2.076 0.157

Chl a intracellulaire Claire 1 0.248 0.621
Origine eau 1 58.697 <0.001 ***
Claire x Origine eau 1 2.534 0.119
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@ Début de séjour de I'eau Fin de séjour de I'eau
25000
Claire sans huitre
20000
y % ‘
g E |
w T
E &
= g
e 3
€3
85
Qlaire avec 20 luatres.m?
20000
g ¥
£ E 15000
£3
s &
= 8
2 = 10000 -
a3
k
5000
0 T

janv févr mars avr

Dates de préévement des eaux testées

Figure 24 : Densité numérique maximale obtenue apres culture d'Haslea ostrearia sur les eaux

provenant d’une claire sans huitre et d’une claire ol la densité en huitres est de 20 au m2.

Au contraire, si l'on s'intéresse aux concentrations en chlorophylle a produite, et par
déduction aux contenus intracellulaires en chlorophylle a aprés culture, on remarque tres
nettement que les valeurs observées tendent a baisser pour des eaux ayant séjourné dans les
claires par rapport aux eaux nouvellement entrées (Tableau 17). Ces valeurs sont comprises
dans la gamme de valeurs observée par Robert (1983) pour les eaux des claires ostréicoles
de la baie de Bourgneuf. L'analyse statistique (Tableau 18) ne montre aucune différence
entre les deux claires, cependant une différence hautement significative (p<0.001) est mise
en évidence entre eaux entrantes dans les claires et la méme eau apres séjour dans les
bassins, mais 1'analyse croisée ne montre plus cette différence entre origine de I'eau pour
chaque claire. On peut cependant supposer, par cette diminution non significative des
quantités de chlorophylle a produites, que les potentialités des eaux ayant séjourné dans les
claires sont différentes. On s'apergoit donc que les concentrations en chlorophylle a

présentent une variabilité plus importante que les densités numériques en cellules. La faible
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diminution de biomasse potentielle produite en terme de cellule s'accompagne d'une baisse
plus nette de la biomasse potentielle en terme de chlorophylle a preduite. On peut donc
supposer l'intervention d'oligo-éléments qui entrent dans les processus de synthése de la
chlorophylle a, comme certains métaux, le fer par exemple qui est un cofacteur essentiel de

la synthese de chlorophylle (Bienfait et Van der Mark, 1983; Martin ef al., 1991).

2-3-2 Relation entre fertilité potentielle et richesse nutritive des eaux

Comme Robert (1983) I'a montré, il existe un lien €troit entre fertilité et teneurs en sels
nutritifs. Il qualifie d'eau les plus fertiles, celles qui permettent I'obtention in vitro de 15 & 35
pg.L"' de Chl a, alors que les eaux les moins fertiles ne produisent qu'entre 5 et 15 pg.L™
Dans la présente étude les valeurs observées sont comprises dans la gamme des eaux les plus
fertiles, ce qui atteste d'une bonne richesse nutritionnelle des eaux des claires ostréicoles du
marais expérimental, mais aussi des eaux de l'estuaire de la Seudre qui alimentent ces
claires.

Si T'on regarde les concentrations en sels nutritifs (figure 25) pour les eaux testées entre
janvier et fin avril 1996, on remarque que ces concentrations sont trés proches de celles
décrites par Robert (1983). Les différences entre les deux claires étudiées sont trés peu
marquées, sauf pour les teneurs en ammonium qui sont généralement plus fortes dans la
claire avec huitres que dans la claire sans huitre, ceci s'explique aisément par les
phénomenes d'excrétion des bivalves. Pour les nitrites et les nitrates, il y a un épuisement
important mais pas total du stock en nutriment entre le début d’alimentation et la fin de
sé¢jour de l'eau dans les claires. Ceci est beaucoup moins net pour les concentrations en
silicates et phosphates qui ne se modifient que tres peu. Robert en 1983 avait déja remarqué
ce phénomeéne, il notait aprés & a 10 jours aprés l'alimentation en eau des claires un
épuisement partiel du stock d'azote total dissous, les eaux contenant encore entre 3 a 10

pmol.L”', sans qu'il y ait d'évolution sensible des teneurs en silicates et en phosphates.

Dans les claires, durant la période d'étude, on remarque que le stock d'azote est partiellement
épuisé apres séjour de l'eau, et que les nitrates qui représentent en moyenne pres de 93.7 %
et 95.9 % de la réserve en azote total minéral dissous juste aprés alimentation dans la claire
avec huitre et dans la claire sans huitres respectivement, ne représentent plus que 49.1 et
69.7 % apres séjour de l'eau dans les deux claires. La valeur plus faible de ce pourcentage

pour la premiére claire s'explique par les concentrations en ammonium plus €levées dues a
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I'excrétion des huitres présentes, et par la présence d'é1éments et composés organiques azotés

excréiés par les mollusques et directement assimilables par les microalgues.

# Claire sans Hitre B Claire avec 20 Hutres aunt & Claire sars Huitre Claire avec 20 Huitres au n
0.50 -
046 -
040 4
035 -
630
025
020 4
015
0.10

{(pmol.L’")

NHs (umol.L)
NO-2

1000

NN

Dy OHéw 2H6w mas 19mas Byas 17ar Daw Dy OHéw  2Méx Brrars 19mars Brras 7.0 Dar
Detes Dates

Figure 25 : Concentrations en sels nutritifs (ammonium, nitrites, nitrates, azote minéral total dissous, silicates
dissous, et phosphore minéral dissous) des eaux testées dans la claire sans huitre et la claire contenant 20

huitres au m2, Les barres d'erreur cotrespondent a intervalle de confiance.

72






Chapitre HI : Fertilité des eaux des claires ostréicoles de Marennes-Oléron

On note également que les eaux hivernales (23 janvier 96) sont plus riches que les eaux
printaniéres (17 avril 1996), ainsi on retrouve la saisonnalité observée dans le chapitre II
pour les eaux de l'estuaire de la Seudre.

1l paraissait donc important de vérifier s'il existe bien une relation entre biomasse produite et
richesse nutritive des eaux testées. Nous avons recherché s'il existe une corrélation entre
quantité en nutriments présents (azote total minéral dissous, phosphore minéral dissous et
silicates) et biomasse produite en terme de densité numérique en cellules et chlorophylle a.
Ensuite par analyse statistique, pour les corrélations significatives, nous avons comparé les
régressions linéaires obtenues, afin de voir s'il existe des différences significatives entre les
deux claires. Les régressions linéaires sont présentées dans la figure 26.

Aucune régression significative (p<0.05) n'est mise en évidence entre le nombre de cellules
produites et les teneurs en nutriment présentes. Par contre pour l'autre estimateur de
biomasse qu'est la chlorophylle a, il existe des relations significatives entre quantités de
nutriment présentes et biomasses produites. Les résultats de ces régressions linéaires
significatives, ainsi que les comparaisons entre les deux claires sont regroupés dans le

Tableau 19.

Tableau 19 : Résultats des corrélations entre chlorophylle @ produite et quantité de nutriments initialement
présente dans les eaux étudi€es. Equations des droites de régression avec leurs coefficients de détermination
R?, la valeur du test F, et la significativité de la relation. Comparaison des pentes et des ordonnées a l'origine
des droites de régression pour les deux claires : ty, @ valeur du test t observée, ns : test non significatif

(p>0.05).

Claire Droite de régression R? F p Pente Ordonne a lorigine
Lobs P tobs p

Claire avec huftres  Chla = 0.76%¥N) +28.24 091 628 *** (0778 ns 0.035 ns

Claire sans huitre Chla=055%N)+2803 047 54 *

Claire avec hultres  Chla= 1.37%81) + 22,67 057 7.8 ¥ (0,804 ns 1.224 ns

Claire sans huftre  Chla= 1.95%(Si)+ 943 071 147 ***

Claire avec huitres Chla=63.11*¥P)+ 16,13 073 164 *** (197 ns 0.175 ns

Claire sans huitre Chla=58.87%(P)+ 14.51 073 55 ¢**
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Figure 26 : Corrélations entre biomasses produites in vitro (densité numérique en cellule, chlorophylle a) et les

concentrations initiales en azote total, silicates et phosphates présentent dans les eaux des deux claires.

La comparaison des pentes et des ordonnées a l'origine, apres vérification de 1'équivariance,
montre qu'il. n'existe pas de différence significative entre les deux claires étudiées entre les
droites de régressions observées entre quantité de nutriments présentes et chlorophylle a
produite. Il n'y a donc pas d'influence significative des huitres, a la densité de 20 individus
par m-? avec laquelle nous avons travaillé, sur la biomasse potentielle produite en terme de

chlorophylle a.
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2-3-3 Rendements d'utilisation des sels nutritifs - indice de fertilité.

Le tableau 20 présente les résultats se rapportant a l'estimation des rendements d'utilisation
des sels nutritifs, soit l'indice de fertilité ou "yield index" défini par Maestrini et Robert
(1979). Cet indice exprime une biomasse produite par rapport a une quantité de nutriment
consommeée. Dans ce tableau sont figurés également les résultats des tests-t ayant pour objet

la comparaison des deux claires ostréicoles étudiées.

Tableau 20 : Biomasses produites par pmoles d'azote (IN), de silicates (5i0;) et de phosphore (POy)
consommées par Haslea ostrearia aprés culture sur les eaux provenant des deux claires ostréicoles en début de
séjour et en fin de séjour des eaux. Les biomasses sont exprimées en 10 cellules et en pg de chl a produites.
La probabilité p correspond au résultat d'un test-t comparant les indices de fertilité entre les deux claires. ns :

test non significatif.

Début de séjour des eaux Fin de séjour des eaux
Indice de fertilité Claire avec Claire sans p Claire avec Claire sans p
huitres huitre huitres huitre
10° cell.umol N 555135 51.084 ns 356.3+93.9 539.9 + 196.8 ns
10% cell.umol Si* 78.0+19.3 77.6 +17.0 ns 106.2 + 10.6 84.6 +15.5 ok

10°cellumol P 49088+ 11208 3846.1+15902  ns  13060.3+5863.1 88108+53583  ns

ug chl a.umol N 2.6 £0.6 20+03 ns 9.8+2.1 19.5 £ 10.0 ns
ug chl a.umol Si’' 3.6x08 3.0+05 ns 3.9%13 29408 ns
pg chl a.pmol P1 2233496 152.2 + 50.6 ** 37521704 2577 %1347 ns

De prime abord, en regardant ces valeurs, comme le montrent les tests statistiques, on
remarque que dans la majorité des cas, il n'existe pas de différences significatives entre les
deux claires en fonction de chaque origine de l'eau testée (sauf pour les eaux nouvellement
entrées dans les claires par rapport a la quantité de chlorophylle a produite par pmoles de
phosphates consommées, et pour les densités numériques en cellules produites par pmoles
de silicates consommées pour les eaux ayant s€journé dans les claires). Par contre, il est
intéressant de noter que les valeurs de I'indice de fertilité sont toujours supérieures apres
séjour de l'eau dans les claires par rapport aux valeurs observées de cet indice en début de
séjour de l'eau, et ce quelle que soit la source de nutriments. Les écarts les plus important
sont observés pour l'azote total dissous et les phosphates, alors que pour les silicates
I'augmentation de l'indice de fertilité est moins significative. On pourrait donc penser, étant
donné que l'on produit plus de biomasse par umoles de nutriments consommées, que les

eaux aprés séjour sont plus fertiles. En fait comme nous I'avons vu précédemment les
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teneurs en nutriments globalement ont tendance a diminuer dans les claires durant le séjour
de l'eau, alors que les quantités de cellules et de chlorophylle a potentiellement produites ne
différent pas statistiquement (tableau 18) suivant l'origine de l'eau pour chaque claire
étudiée. On peut donc penser de fagon certaine que des formes nutritives, non prises en
compte dans nos analyses, jouent un rdle important dans la fertilité des eaux ayant séjourné
dans les claires. Comme Robert (1983) 1'a évoqué, il s'agirait de formes organiques de 1'azote
qui contribueraient a la nutrition azotée des algues. Robert et al. (1982) ont trouvé des
concentrations moyennes en azote organique dissous des eaux de surface de claires de la
région de Marennes-Oléron de I'ordre de 30.8 pmol.L"' dans une claire sans huitre, de 28.2
umol.L”" dans une claire avec 4 huitres par m? et de 34.3 pmoles.L™" dans une claire avec 22
huitres par m2.

Dans le tableau 21 nous avons résumé les résultats expérimentaux liés au calcul des indices
de fertilité¢ d'eaux provenant de claires ostréicoles ou bien de zones d'intéréts conchylicoles.
Ainsi les travaux de Maestrini et Robert (1981) concernent les eaux alimentant les claires
ostréicoles de la région de la baie de Bourgneuf. Les travaux de Marion (1985) se rapportent
aux eaux d'origine néritique de la baie de Bourgneuf. Quant aux travaux de Ravail (1986),

ils concernent les claires ostréicoles de Mesquer (Loire-Atlantique).

Tableau 21 : Syntheése des valeurs observées pour les différents indices de fertilité estimées pour l'algue test

Haslea ostrearia. EE : eau nouvellement entrée ; ES : apres séjour de cette eau dans les claires.

Indice de fertilité Maestrini et Marion Ravail Présente étude

Robert (1981) (1985) (1986) EE ES
10* cell.umol N*! 67-173 130 18.6 — 24.2 51.0-55.5 356.3 - 539.9
10* cell.umol Si™! 55 =115 490 55-193 77.6 - 78.0 84.6 — 106.2
10* cell.umol P! 1222-2100 1060 108.7 - 429.2 3846.1 —4908.8  8810.8 — 13060.3
pg chl a.umol N' 1.9-49 1.5 0.4-09 2.0-2.6 9.8-19.5
pg chl a.umol Si 2.1-32 45 0.2-04 3.0-3.6 2.9-39
pug chl a.umol P! 37.2-49.3 1.5 43-83 152.2-223.3 257.7-375.2

Si l'on regarde le tableau 21, on remarque une grande variabilité dans les résultats. Les
résultats de Ravail (1986) présentent des valeurs faibles par rapport aux autres auteurs, ceci
peut s'expliquer peut étre par l'origine des eaux qui ne proviennent pas d'une baie a caractére
conchylicole, mais se rapproche plus d'eaux d'origine océanique. Notre étude pour les eaux

nouvellement entrées dans les claires présente des valeurs d'indices de fertilit¢ comparables
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a celles observées par Maestrini et Robert (1981), tout en restant plus faibles que celles de

Marion (1985) sauf pour les valeurs de rendement d'utilisation en phosphates.

2-3-4 Discussion

Pour les eaux nouvellement entrées dans les claires, I'azote présente pour les rendements
d'assimilation aussi bien en terme de densité numérique qu'en terme de chlorophylle a
produite, les valeurs les plus faibles, par rapport aux silicates et les phosphates. A contrario
ce sont les phosphates qui possédent les valeurs les plus élevées ; celles correspondant aux
silicates ayant des valeurs se rapprochant de celles observées pour I'azote total.

Aprés séjour de l'eau dans les claires, les rendements d'assimilation augmentent
sensiblement pour l'azote total dissous et les phosphates, alors que pour les silicates
l'augmentation n'est que trés légere. Ceci a déja été observé par Maestrini et Robert (1981),
qui ont montré que la présence en plus grandes quantités de substances organiques azotées et
phosphorées pouvaient étre assimilées par les algues, comme par exemple l'urée et les acides
aminés.

En référence aux travaux de Redfield (1934) et Brzezinski (1985), qui considerent que les
proportions naturelles de moles d'azote, de phosphore et de silicates présents dans les
diatomées sont identiques a leurs rapports d'assimilation, le rapport des rendements moyens
de production entre la biomasse produite par umole de phosphore consommée et la biomasse
produite par pmole d'azote consommée peut étre comparé a la valeur théorique de 16:1.
Toute valeur supérieure a cette valeur de référence résulte d'une déficience en phosphore par
rapport a l'azote, et par voie de conséquence traduit une limitation de la production algale
par les phosphates. Inversement une valeur inférieure a 16:1 indique une limitation par
l'azote inorganique dissous. Le tableau 22 présente les valeurs obtenues pour les rapports des

rendements moyens de production observés au cours de nos expérimentations.

Tableau 22 : Rapports des rendements moyens de production de biomasse (quantité de
biomasse produite par pmoles de nutriments consommées : P, phosphates ; N, azote

minéral ; Si, silicates) pour les deux claires étudiées en fonction de l'origine de P'eau testée.

Début de séjour des eaux Fin de séjour des eaux
Rapport Claire avec Claire sans Claire avec Claire sans

huitres huitre huftres huitre
Rp/Ry 96.6 +40.3 87.2+35.1 439+ 137 21.4x14.1
Rg/Ry 1.4£0.1 1.5+02 03 +0.1 0201
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A ce stade de l'analyse, au vu des valeurs élevées du rapport entre les rendements
d'utilisation obtenus pour les phosphates et l'azote minéral dissous, on peut dire que le
phosphore serait le premier facteur limitant dans les eaux des claires ostréicoles pour la
période d'étude.

Apres séjour de 1'eau dans les claires, ce rapport tend a diminuer fortement se rapprochant de
la valeur de 16:1 du fait de la diminution des teneurs en azote total dissous dans les eaux
(Figure 25). L'examen du rapport Rg; / Ry permet de montrer des valeurs supérieures a la
valeur théorique de 1, avec des eaux nouvellement entrées. Les silicates seraient alors le
deuxieme facteur limitant dans les eaux nouvellement entrées dans les claires. Par contre
comme précédemment, ce rapport tend vers O apres séjour des eaux dans les claires, 'azote
minéral dissous se retrouverait alors le principal facteur limitant.

Ces premicres observations, mises en comparaison avec des valeurs théoriques
habituellement utilisées, ont permis de décrire dans un premier temps, les potentialités
nutritionnelles des eaux des claires ostréicoles du marais expérimental de la Tremblade vis a
vis de la diatomée Haslea ostrearia. Cependant elles ne collent pas suffisamment 2 la
réalité, par rapport a la présence importante dans les écosystemes ostréicoles de substances
et composés organiques intervenant dans la fertilité des eaux de ces bassins (Robert ef al.,
1982). Clest pourquoi, l'approche expérimentale supplémentaire utilisant les tests
d'enrichissements différentiels s'imposait afin de vérifier I'ordre de limitation des éléments

nutritifs majeurs, suggéré précédemment a partir des rapports de Redfield.
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3 RECHERCHE DU OU DES FACTEUR(S) LIMITANT(S) LA
PRODUCTION D'HASLEA OSTREARIA.

La combinaison de divers nutriments sous forme d'enrichissements permet de préciser, au
laboratoire, leur ordre de limitation de la production de biomasse algale. Cette technique ffit
utiliser la premiere fois par Schreiber (1927). Depuis les années 1970, de nombreux auteurs
ont développé des protocoles expérimentaux utilisant cette méthode afin d'étudier les
éléments limitant la croissance de peuplements ou bien de populations d'algues
unicellulaires (e.g. Berland er al., 1973 ; Charpy-Roubaud et al., 1982 ; Maestrini et Robert,
1981 ; Klapwijk et al., 1989 ; Barbosa, 1989 ; Nishijima et Hata, 1991 ; Lukavsky, 1992;
Maestrini et al., 1997). Un article de synthése de Maestrini e al. (1984) présente I'intérét et
les limites de cette méthodologie.

Ces tests sont réalisés in vitro en conditions contrélées de température et d'éclairement, non
limitantes. Les macro-éléments azote, phosphore et silicates ainsi que les oligo-éléments
métalliques et vitamines sont les plus souvent retenus pour ces bioessais. Le principe de ces
tests est basé sur la loi de Liebig (1840) : la croissance d'un étre vivant 2 un moment donné
est limitée par un facteur unique. L'augmentation artificielle de la quantité de ce facteur
s'accompagne de la poursuite de la croissance jusqu'a ce qu'un nouveau facteur intervienne a
son tour dans la limitation de cette croissance. Dans ces bioessais, le terme d'étre vivant est
désigné comme étant une population algale unicellulaire. Comme les tests de fertilité, ils

font donc appel a une ou plusieurs algues tests ou bien a un peuplement naturel.

3-1 Matériels et méthodes : les enrichissements différentiels

Les eaux utilisées pour les tests d'enrichissements différentiels sont les mémes que celles
collectées pour les tests de fertilité (Voir Tableau 13). Ainsi 18 campagnes de prélevements
ont été réalisées entre novembre 1994 et avril 1996. Les mémes protocoles de prélévements,
de filtrations, de conditionnements ont été utilisés (Voir § 2-2). Chaque enrichissement est
réalisé en triplicata. La composition et les différentes combinaisons d'enrichissements sont

présentées dans le tableau 23.
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Tableau 23 : Nature et concentrations des éléments et composés utilisés pour la confection des

enrichissements lors des expérimentations en 1994-95 et 1996.

paté _ Nature et concentration des éléments et Forme chimique utilisée ~ Composition des
3  aprds enrichissement ________enrichissements

Les concentrations en nutriments utilisées sont supérieures a celles présente dans l'eau de
mer en général, afin que l'enrichissement se traduise par une croissance significativement
plus forte que celle observée sur un témoin non enrichi, et suffisamment faibles pour que les

voies métaboliques d'assimilation soient les mémes qu'in situ.

L'inoculum de l'algue test Haslea ostrearia est préparé une semaine avant l'ensemencement,
afin d'obtenir une biomasse suffisante, il est passé 48 heures sur eau de mer pauvre, afin
d'épuiser les cellules algales de leurs réserves potentielles (Berland et al. 1973, Maestrini et
Robert, 1981). Chaque erlenmeyer, contenant 300mL d'eau a tester, est ensuite enrichi ou
non (cas des témoins) avec 1 mL de solution mere stérile de chaque nutriment, de sorte que
les concentrations initiales de nutriments apportés soient identiques a celles décrites dans le

tableau 23. L'inoculum axénique est ajouté dans les erlenmeyers de fagon a obtenir une

densité numérique initiale en cellules de 2000 cellules.mL-!. Les cultures sont ensuite mises
en incubation a température constante de 15°C, sous un éclairement de 100 pmoles de

photons.m'z.s'l, avec une photopériode jour-nuit de 14h-10h.
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Des numérations cellulaires journalieres a partir du quatrieme jour de culture sont
effectuées. A partir de 1996, des filtrations sont réalisées sur filtre GF/F de 2.5 c¢cm de
diametre au pic de croissance (phase de plateau), pour estimer les teneurs en chlorophylle g,
phéopigments. Au début de I'expérimentation et apreés les tests d'enrichissements
différentiels, l'eau est analysée a [l'auto-analyseur SKALAR (pour lestimation des
concentrations en NO,, NOs;, Si0O;, et PO,), et l'azote ammoniacal (NH;) est dosé

manuellement selon les méthodes déja décrites.

Les expériences réalisées entre novembre 94 et avril 95 avaient un caractére préparatoire
(mise au point du protocole, perfectionnement de la technique), car ces tests réalisés en
triplicata sont lourds a mettre en place au niveau logistique ainsi qu'en terme de suivi des
cultures et d'analyses des échantillons. Au tout départ, nous avions choisi d'intégrer les
métaux (Fer et Manganése) qui sont connus pour leur importance physiologique pour les
microalgues, notamment les diatomées. Les résultats observés nous ont conduit, pour les
expérimentations de 1996, a modifier les enrichissements : nous avons décidé de ne plus
étudier le caracteére limitant ou non des métaux, et avons préféré affiner le spectre
d'enrichissements en ne considérant que trois nutriments majeurs, les nitrates, les phosphates
et les silicates, en ayant toutes les combinaisons possibles d'enrichissements (tableau 23).
C'est pour cette raison que le nombre d'enrichissement différents est passé de 10 (1994-95) a
8 (1996). De plus en 1996, les eaux provenant des deux claires suivies lors des tests de
fertilité ont également été étudiées par la technique des enrichissements différentiels, afin de
savoir si la présence des hultres a la densité de 20 individus au m? a une influence ou non

dans l'ordre de limitation de éléments nutritifs.

3-2 Reésultats

3-2-1 Eaux récoltées en 1994-1995

Les résultats des tests d'enrichissements différentiels sont présentés dans la figure 27 et les
moyennes des biomasses maximales produites et des taux de division observés sont

consignés dans le tableau 24.
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Figure 27 : Biomasses maximales moyennes produites par l'algue test Haslea ostrearia en présence des
différents mélanges enrichissants. Les graphiques sont regroupés par dates de prélévements, comme suit, @ :
novembre 94; @ : décembre 94; © : janvier 95; @ : mars 96; © : avril 96. Les barres représentent I'intervalle

de confiance a 95 %. Les métaux Fe et Mn sont toujours ajoutés chélatés avec de 'EDTA.
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Tableau 24 : Biomasses maximales moyennes produites et taux de division moyens observés lors des expérimentations de 1994-1995 pour les différents enrichissements

utilisés. Les moyennes sont encadrées par l'intervalle de confiance 2 95 %. Les colonnes blanches correspondent aux eaux nouvellement entrées dans la claire alors que les

colonnes grisées correspondent aux eaux ayant séjourné dans la claire. Les métaux Fe et Mn sont toujours ajoutés chélatés avec de 'EDTA.

ENRICHISSEMENTS

02/11/94 17/11/94 01/12/94 15/12/94 18/01/95 30/61/95 01/03/95 14/03/95

Biomasse (cell.mL")

TEMOIN 29000 + 4367
N 30400 £ 9582
N+P 26900 £ 3360
P 19130 2550
Fe 20670 £ 6252
Mn 25570 £4023
Fe+Mn 24000 = 35577 ¢
N+P+Si 143000 = 12706
N+P+8i+Fe 102300 = 16518
N+P+5i+Fe+Mn 98830 = 30635

Taux de division {div.J')

45500 = 106121
47170 £ 7278
48000 = 14905
43830 £ 4702
49670 £ 4702
46170 « 2868
46330 = 10040
170000 + 62364
184670 = 45558
172670 £ 47546

43330 + 11763
43600 x 3478
39730 + 8920
44000 = 12508
49170 + 4825
39370 = 7746
43000+ 7713
155670 + 28577
162270+ 17812
163000 £ 21224

40430 + 8513
41170 £ 15823
42070 x 5557
43030 = 13564
41430 = 4276
40230 £ 7045
40530 x 12985
160500 + 39804
78530 = 16254
180830 + 12928

TEMOIN 055003 | . 0752006 ¢ 0.74 % 0.06 0.72 £0.05
N 0.56 £0.07 0762004 0.74 £ 0.02 . 072£009
N+P 0.54 +0.03 0764008 L 0722005 § - 073+003
| 0462003 | 0742003 0.74 £0.07 . 0.74 £0.07
Fe 0482006 | 077002 | 0 077+002 | & . 0732003

Mn 052£003 & 075001 & 0 072005 | 072004
Fe+Mn 051+031 & B68 012 075005 | O8% 0.74 £ 0.04 04 0.72 +0.08
N+P+Si 088002 1 B 1071009 , 1.05£004 | & 105006
N+P+Si+Fe 081003 © 1095006 ¢ 106003 & d | 10szom
N+P+8i+Fe+Mn 0.80+0.06 - 107 £0.06 ¢ 1.06 2 0.03 : 1.08 £0.02

18/04/95 27/04/95

27500+ 7757
29070 + 5534
28250 x 28589
25330+ 8724
27100 £ 20330
23750 £ 3177
27250 £ 9530
155750 + 34942
128850 = 4447
145100 + 39389

0.63 £0.07
0.64 £0.05
064 £0.24
0.61+0.08
063 +0.18
059003
0.63 £0.08
1052005
1.00 001
1.03£0.07
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L'examen des S5 graphiques de la figure 27 montre que pour chaque campagne
d'échantillonnage (au moment de l'entrée de l'eau dans la claire et aprés son séjour), on
observe le méme profil d'histogramme. Il n'y a pas de différences quant aux biomasses
produites avec des eaux nouvellement entrées dans la claire et les mémes eaux apres
stabulation dans celle-ci. Par contre, des différences importantes sont observées entre les
divers mélanges enrichissants.

Trois enrichissements se caractérisent par des biomasses maximales produites largement
plus importantes que celles observées pour le témoin non enrichi. Ces trois enrichissements
sont les mélanges N+P+Si, N+P+Si+Fe~EDTA, et N+P+Si+(Fe+Mn)~EDTA. Le reste des
autres mélanges enrichissants ne permet pas d'obtenir des biomasses trés différentes de
celles observées pour le témoin. Au regard du tableau 24, on observe pour chaque mélange
enrichissant, une certaine homogénéité des résultats aussi bien pour les biomasses produites
que pour les taux de divisions journaliers observés.

On notera gue les biomasses produites avec les trois enrichissements (N+P+Si,
N+P+Si+Fe~EDTA, N+P+Si+(Fe+Mn)~EDTA) permettent de multiplier par 4 la biomasse
obtenue pour le témoin aprés culture de I'algue test, et permettent d'avoir un taux de division
journalier proche de 1, alors qu'il reste compris entre 0.46 et 0.80 pour les autres mélanges
enrichissants.

Etant donné qu'il existe une homogénéité des résultats pour les cing campagnes de
prélévements, nous avons regroupé toutes les périodes d'échantillonnage afin de réaliser une
analyse statistique de ces résultats. Nous avons donc réalisé deux ANOVA & un facteur : le
facteur étant Je mélange enrichissant et la variable : la biomasse produite et le taux journalier
de division. Nos données ne suivant pas une loi normale, nous avons été obligés de réaliser
des tests de Kruskal-Wallis. Nous avons ensuite effectué des comparaisons multiples de tous
les mélanges enrichissants en utilisant les tests de Dunn. Les résultats figurent dans le

tableau 25 et la figure 28.

Tableau 25 : Résultats des tests de Kruskal-Wallis permettant de comparer les densités numériques en cellules

et les taux de divisions journaliers des différents mélanges enrichissants. H : variable auxiliaire observée, p :

probabilité.
Variable Facteur ddl H p
Densité numérique en cellule Mélange enrichissant 9 180.18 <0.001
Taux de division Mélange enrichissant 9 179.3 <(0.001
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Les tests de Kruskal-Wallis montrent qu'il existe une différence hautement significative
(p<0.001) entre les divers mélanges enrichissants. Les comparaisons multiples par la
méthode de Dunn montrent (figure 28) que deux groupes d'enrichissements différent de
fagon significative (p<0.05). 1l s'agit des groupes d'enrichissements (Témoin, N, N+P, P,
Fe~EDTA, Mn~EDTA, (Fe4+Mn)~-EDTA) et (N4P+Si, N+P4Si+Fe~EDTA,
N+P+Si+(Fe+Mn)~EDTA). Que l'on utilise les variables "densité numérique en cellules” ou

bien "taux journalier de division", nous obtenons le méme résultat.

TEMOIN
N.—
N+P —
P-
Fe —
Mn —~
Fe+Mn
NePiSi 4 D @ ©® © © © 9 ©
N+PiSivFe 4 @& © © © ® @
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Figure 28 : Résultais des tests de comparaisons multiples (Tests de Student Newman Keuls) aprés TANOVA
sur les rangs 4 un facteur avec pour variables les biomasses maximales produites. Les points représentent les
différences significatives (p<0.05) observées entre les différents enrichissements. Le méme diagramme est

observé pour la variable "taux de division”.

Etant donné que la caractéristique du dernier groupe d'enrichissements est la présence de
silicates, nous pouvons donc affirmer que cet élément est le premier facteur nutritionnel
limitant la production de la diatomée Haslea ostrearia. Par contre il est moins aisé de mettre

en évidence le rble des autres nutriments. Nous avons donc essayé de classer par ordre
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d'importance les autres nutrilites. Nous avons calculé le facteur multiplicatif exprimant la
biomasse finale produite par rapport a la biomasse initialement présente au début de

l'expérimentation (Tableau 26).

Tableau 26 : Facteur multiplicatif exprimant la biomasse finale (densité numérique) obtenue par rapport 2 la
biomasse initialement présente au début des bioessais (2000 cellules.mL™"} et classement par ordre

d'importance des facteurs limitants par comparaison au témoin non enrichi.

Dates d'échantillonnages

Enrichissements
02/1v 1711 CWi2 0 15412 18/01  30/01 01/03  14/03  18/04  27/04

TEMOIN 1450 1539 22735 2734 21.67 2092 2022 1956 1375 1492
N 1520 1249 2359 2184 2180 2054 2059 1975 1454 1517
N+P 1345 1260 2400 27.09 1987 2192 21.04 2172 1413 1362
P 957 1334 2192 2434 2200 2179 2152 2415 1267 1752
Fe 1034 1435 2484 2559 2459 2102 2072 1975 1355 1570
Mn 1279 1492 2309 2767 1969 2324 2012 1969 1188 17.17
Fe+Mn 1200 1447 23.17 2884 2150 2139 2027 2040 1363 1677
N+P+5i 7150 6192 8500 8634 77.84 89.10 8025 8592 7788 8050
N+P+Si+Fe 51.15 5464 9234 8534 81.14 8312 8927 84385 6443 38452

N+P+Si+Fe+Mn 49.42 5257 8634 7067 81,50 88.54 9042 7774 72.55 80.09

Si Si St Si Si Si Si

1% facteur limitant Si Si Si
2% facteur limitant N Fe Mn Fe Mn P p N P
3*™ factewr limitant N P p Fe  Fe-N Mn
4% facteur limitant Mn N Fe N Fe
5™ facteur limitant N

La premiére partie du tableau montre que, dans de nombreux cas, le facteur multiplicatif est
plus important dans le témoin que dans certains mélanges enrichissants, ce qui explique les
cases vides observées dans la deuxiéme partie du tableau. Quant au mélange le plus riche
(N+P+Si+(Fe+Mn)~EDTA), dans uniquement deux cas (le 18/01 et le 1/03) il permet de
produire la biomasse la plus importante, alors que dans 7 cas sur les dix séries d'expériences
le mélange (N+P+S1) a permis d'obtenir les biomasses les plus fortes. Les métaux rajoutés a
'enrichissement (N+P+S51) auraient alors un effet néfaste sur la croissance de l'algue test.

Dans la deuxiéme partie du tableau 26, mise a part pour la silice, il n'est pas facile
d'identifier les autres facteurs limitants, étant donné qu'il n'y a pas de différence significative
entre les enrichissements et le témoin. Cependant, dans quelques cas, méme si les

différences observées ne sont pas significatives, le fait de rajouter tel ou tel élément permet
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d'obtenir des biomasses légerement plus élevées que celles observé pour le témoin. Ainsi on
peut voir que jusqu'au mois de janvier, il semble que les métaux fer et manganése aient un
role plus important que l'azote et le phosphore. Mais a partir du printemps (mars-avril), il y a
un changement notable, les phosphates & ce moment jouent un rble plus évident dans la
limitation de la production de ['algue test.

Ceci est en accord avec ce que nous avions constaté pour la qualité des eaux de la Seudre
dans le chapitre I (Figures 17, 18, 19) en comparant les ratios de nutriments présents dans
ces eaux par rapport aux ratios de Redfield (1934). En effet I'hiver, les stocks d'azote et de
phosphore sont reconstitués (apports d'eau douce par les pluies via les riviéres), alors qu'au
printemps il y a appauvrissement des eaux en phosphates, nitrates et silicates aprés les

premiers blooms phytoplanctoniques.

3.2-2 Eaux récoltées dans les deux claires étudiées en 1996.

Apres avoir vu le cas d'une claire en 1994-95, nous avons décidé en 1996 de suivre deux
claires ostréicoles : I'une sans huitre et I'autre avec 20 huitres au m2. Dans la premiére partie
de ce chapitre nous avons vu qu'il n'y avait pas de différence significative de la fertilité entre
ces deux claires.

Néanmoins, nous avions réalisé parallelement aux tests de fertilité des tests
d'enrichissements différentiels. Les résultats de 94-95 nous ont fait changer légérement le
protocole. Nous avons abandonné les métaux et nous sommes concenirés plutdt sur les
nutriments majeurs azote, phosphore et silice (tableau 23). Le but étant de mieux connaitre
les besoins nutritionnels de I'algue test, afin de passer a une phase d'étude in situ en utilisant
I'approche offerte par l'utilisation de microcosmes immergés pour tester un milieu
enrichissant mis au point a partir des constatations écophysiologiques faites grice aux tests

d'enrichissements différentiels.

3-2-2-1 Résultats basés sur les densités numériques en cellules.

Toutes les expérimentations se sont réalisées simultanément en ftriplicata pour les deux
claires. Ce protocole, avec 8 mélanges enrichissants différents, s'est révélé trés lourd
d'application. Clest pour cette raison qu'il n'a été reconduit que 8 fois au cours de 4

campagnes de prélevements (entre janvier 96 et avril 96).
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Les résultats des tests d'enrichissements différentiels sont présentés dans la figure 29, ainsi

que dans les tableaux 27 et 28.
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Figure 29 : Biomasses maximales moyennes produites par l'algue test Haslea ostrearia en présence des
différents mélanges enrichissants. Les barres représentent les intervalles de confiance & 95 %. [l : claire

: claire sans huitres.

avec 20 huitres au m?;
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Tableau 27 : Biomasses maximales moyennes produites observées lors des tests d'enrichissements différentiels avec les eaux provenant des deux claires ostréicoles
étudides. Les moyennes sont encadrées par Vintervalle de confiance 3 95 %. Les colonnes blanches correspondent aux eaux nouvellement entrées dans les claires alors que

les colonnes grisées correspondent aux eaux ayant séjourné dans les claires.

Claires Enrichissements Dates de prélevements
23/01/96 01/02/96 21/02/96 66/03/96 19/03/9¢6 17/04/96

Témoin 12960 = 900 13933 = 600 13000 = 1800 11100 £ 900
N 14400 = 700 13267 = 500 13500 £ 2500 9567 + 1500
N+P 12747 £ 300 15333 £ 2400 14967 £ 1900 10733 £ 1200

Claire avec huitres P 13407 £ 700 13450 = 1200 14367 = 1600 12083 + 1100
Si 20453 2 3600 27667 x 4600 27433 = 700 18967 £ 900
MN+5i 20613 x 1600 27833 + 3500 24133 + 1800 22950 2300
P+Si 21973 x 4600 34167 + 4000 29600 + 2700 36517 = 7900
N+P+Si 17293 = 400 34000 = 9700 21367 + 2700 37967 = 10800
Témoin 12467 £ 700 12800 = 100 14133 2400 9000 = 800
N 15300 « 5600 11867 = 500 14233 = 1500 9283 = 900
N+P 14420 + 700 12833 £ 1700 14800 = 1000 10483 = 2000

Claire sans huitre P 13873 = 1200 13267 + 600 14367 = 1800 10950 + 200
Si 29253 1 1900 25267 = 700 25133 £ 1700 13933 £ 1300
N+Si 31900 + 2700 26033 = 1900 26500 = $300 12967 + 400
P+Si 348132 1500 29167 £ 7900 19567 & 5300 41167 £ 6200
N+P+5i 39533 + 7900 30500 + 7400 20533 = 4000 38800 + 8200




Tableau 28 : Taux de divisions journaliers moyens observés lors des tests d'enrichissements différentiels avec les eaux provenant des deux claires ostréicoles étudiées. Les
moyennes sont encadrées par l'intervalle de confiance 4 95 %. Les colonnes blanches correspondent aux eaux nouvellement entrées dans les claires alors que les colonnes

grisées correspondent aux eaux ayant séjourné dans les claires.

Claires Enrichissements Dates de prélevements
23/61/96 61/02/96 21/02/96 06/03/96 19/03/96 28/63/96 17/64/96 29/04/96
Témoin 045002 0472001 045:003 & 0.41£0.02
N 047 001 045+001 | 046+004 | 0.370.04
N+P 0.45+0.01 049 %004 0.48 + 0.03 0.40£0.03
Claire avec hujtres P 0.46 = 0.01 0462002 | 0472003 043 0.02
Si 0.56 £ 0.04 063£004 | 063£001 | 0.54 +0.01
N+Si 0.56 +0.02 063£003 | 060£002 & 0.59 £0.02
P+Si 057+005 | | 068£003 | 065002 | . 070005
N+P+Si 052001 £ 0684007 | | 0572003 . 070£007
Témom 04342001 | 045%000 | 0472004 £ 036002
N 048008 | e _ 043x001 . . 047£002 . 037x002
N+P 047 +0.01 : L 0452003 | 048x002 [ | 040005
Claire sans huitre P 0462002 [ . 045+001 0 | 047£003 . 0412001
Si 0.64 £0.02 ' . 061£001 [ ¢ 061002 | 047002
N+Si 067002 & ¢ 062+002 | 062007 © 0.450.01
P+Si 0.69 +0.01 | 0642007 | 054£006 | | 073004

N+P+5i 071£005 © 065006 ¢ 0.56£005 0.7t £0.05
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Deux groupes d'enrichissements se dessinent encore : ceci est en accord avec les résultats
obtenus précédemment lors des expériences de 1994-95. 1l s'agit du groupe
d'enrichissements comprenant le Témoin, N, P et N+P et du groupe Si, N+5Si, P+Si, et
N+P+Si. Les silicates jouent encore un role important dans la limitation de la fertilité des
eaux provenant de ces deux claires.

Pour le premier groupe, les densités numériques en cellules observées sont comprises entre
7000 et 16500 cellules.mL' pour les eaux provenant de la claire contenant des huitres et
entre 8000 et 16200 cellules.mL’ pour les eaux provenant de la claire sans huitre. Les taux
de divisions journaliers sont compris entre 0.30-0.51 div.J" pour les eaux provenant de la
claire contenant des huitres, et entre 0.33 et 0.50 div.J”' pour les eaux provenant de la claire
sans huftres.

Pour le second groupe les densités numériques en cellules observées sont comprises entre
17300 et 46100 cellules.mL-' pour les eaux provenant de la claire contenant des huitres et
entre 16400 et 44200 cellules.mL"' pour les eaux provenant de la claire sans huitre. Les taux
de divisions journaliers sont compris entre 0.52-0.75 div.J" pour les eaux provenant de la
claire contenant des huitres, et entre 0.50 et 0.74 div.J" pour les eaux provenant de la claire
sans huitres.

On voit ici que ces valeurs sont similaires dans les deux claires. Par contre, en ce qui
concerne les deux groupes d'enrichissements, on note l'effet de la silice sur la croissance
‘algaie, les biomasses potentielles produites avec les enrichissements ol de la silice a été
ajoutée sont 2 & 3 fois plus importantes que les biomasses observées pour le témoin et les
autres mélanges enrichissants. Les taux de divisions journaliers sont de méme toujours plus
importants pour les enrichissements Si, N+Si, P+Si et N+P+Si.

L'analyse statistique globale par une analyse de variance a trois facteurs (enrichissements,
régime d'alimentation en eau des claires, ainsi que le type de claire) n'a pu &tre réalisée, les
données ne suivant pas de loi normale. Les différentes transformations n'ont pu permettre de
normaliser les distributions.

La premiére analyse que nous avons réalisée ne tenait pas compte de la variabilité pouvant
exister entre les dates de prélévements et donc des différences entre eaux entrant dans les
claires et eaux y ayant sé¢journé. Pour cette analyse, nous avons réalisé un test de Kruskall-

Wallis pour chaque claire (Tableau 29).
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Tableau 29 : Résultats des tests de Kruskal-Wallis permettant de comparer les densités numériques en cellules

des différents mélanges enrichissants. H : variable auxiliaire observée, p : probabilité.

Variable Claire ddti H p
7 136.456 <0.001
7 147.381 <0.001
Taux journalier de division Claire sans huitre 7 136,443 <0.001
7 147.495 <0.001

Densité numérigue en cellule Claire sans huitre

Claire avec huitres

Claire avec huitres

Cette premiére analyse montre qu'il existe des différences significatives entre les densités
numériques en cellule et les taux de divisions obtenus en fonction des différents
enrichissements utilisés. Les tests a posteriori de Student-Newman-Keuls montrent des
résultats presque similaires entre les deux claires. Nous pouvons isoler plusieurs groupes

d'enrichissements (Figure 30).

TEMOIN TEMOIN |
N N 7
N+p - N+p -
P L
s 7 © O @ © 81 ©@ €@ © ©
NeSEH @ & 8 @ NeSE 4 B & O @
PiSi 4 © © © © © © - 2 & & © 6 @
NMPsSE D QO & ©® O @ 8 © N+Pel e o e e ©
S T A A S A A A S
S e Bk g
E B z

Figure 30 : Résultats des tests de comparaisons multiples (Tests SNK) entre les différents enrichissements sur
les biomasses produites. Les points représentent les différences significatives (p<0.05). Les mémes

diagrammes sont observés avec, comme variable quantitative, le taux de division.

Pour les eaux provenant de la claire sans huitre, 4 groupes d'enrichissements peuvent étre
isolés, il s'agit du groupe Témoin, N, P, N+P, du groupe Si, N+Si, et des singletons P+Si et
N+P+Si. Pour les eaux provenant de la claire o des huitres sont immergées, on observe
sensiblement les mé&mes groupes, a la différence que P+Si et N+P+Si ne forment plus qu'un
seul groupe homogene. Cette premiére étape de l'analyse montre qu'il existe bien des

différences significatives entre groupes d'enrichissements. La silice jouerait un role
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prépondérant puisque les mélanges enrichissants contenant cet élément se différencient d'un
groupe homogene constitué des enrichissements N, N+P, P et du Témoin. De plus on
remarque que les enrichissements contenant de la silice différent eux aussi entre eux et
notamment les enrichissements P+Si et N+P+Si. On peut donc penser que les phosphates
jouent eux aussi un role dans la limitation de la croissance de 1'algue test.
Apres avoir isolé plusieurs groupes d'enrichissements homogenes statistiquement différents,
il était plus facile de réaliser les analyses de variance a trois facteurs au sein de chaque
groupe. Deux questions se posaient en effet :
- La densité en huitres utilisée permet-elle de modifier les caractéristiques de l'eau
influengant par conséquent la production de 1'algue test ?
- Les eaux entrantes dans les claires et celles y ayant séjourné sont-elles différentes
en terme de potentialité nutritionnelle ?
Une analyse de variance a trois facteurs a donc été réalisée afin de répondre a ces deux
interrogations. Les résultats de cette seconde phase de l'analyse sont consignés dans le

tableau 30.

Tableau 30 : Résultats des ANOVA a trois et deux facteurs pour la comparaison des densités numériques

produites au sein de chaque groupe d'enrichissements.

Groupe Facteur Ddl F p significativité
d'enrichissements

TN, P etNeP
EaNes T A Y
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Les trois analyses de variance réalisées pour chaque groupe d'enrichissements montrent
clairement qu'il n'y a pas de différence significative entre les eaux provenant des deux
claires. Par contre il existe une différence significative entre les eaux nouvellement entrées
dans les claires et les eaux y ayant séjourné. Le croisement des différents facteurs, qui tient
compte de la variabilité de chaque facteur, ne montre pas de différence significative entre
chaque mélange provenant de chaque claire pour chaque période d'échantillonnage. Pour
affiner I'analyse méme si ces différences ne sont pas significatives, il est intéressant de
regarder dans e tableau 31, les moyennes observées pour chaque enrichissement en fonction

de la période d'échantillonnage pour chaque claire.

Tableau 31 : Biomasses moyennes observées avec les eaux prélevées dans les deux claires en début
d'alimentation en eau des claires ¢t en fin de séjour de cette eau dans les claires. Les moyennes sont encadrées

par les intervalles de confiance 4 95 %.

Claire avec huitres Claire sans huitre

Enrichissements
Eaux entrantes Eaux ayant séjourné Eaux entrantes Eaux ayant séjourné
Témoin 12748 = 880 11496 = 2010 12100 = 1404 11485 £ 1724
N 12683 # 1428 11154 + 1749 12671 = 209] 11979 + 1825
N+P 13445 = 1457 12094 + 2023 13134 = 1328 12550 + 2220
P 13327 £ 788 11217 £ 1969 13114 x 1019 12596 x 1731
Si 23630 = 2987 21125 + 1095 23397 + 3854 22488 = 1758
N+Si 23883 22086 21513 2 1854 24350 = 5097 21542 + 2015
P+Si 30564 x 4438 23708 + 2528 31178 5939 21392 + 3478
N+P+8i 27657 + 6688 34505 6304 32342 = 6118 37775 £ 3974

Ainsi pour les deux claires, on peut remarquer qu'en moyenne, pour tous les enrichissements
a l'exception du mélange N+P+Si, les biomasses produites avec les eaux nouvellement
entrées dans les claires sont toujours plus importantes que celles obtenues avec les eaux
ayant séjourné durant la période de mortes eaux. Comme précédemment nous pouvons
évoquer le rdle de certains nutriments comme des oligo-éléments présents en quantités plus
importantes dans les eaux d'alimentation des claires et utilisés par I'algue test. La diminution
de leurs concentrations durant le séjour des eaux dans les claires n'affecte cependant pas de
facon significative la croissance de l'algue test.

Aprés avoir isolé les différents groupes d'enrichissements et ayant montré le rble des
silicates et des phosphates dans la limitation de la production de l'algue test, nous avons
cherché & classer par ordre d'importance les nutrilites affectant la croissance de I'algue test.

Comme pour les expérimentations réalisées en 1994-1995, nous avons donc calculé le
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facteur multiplicatif existant entre la biomasse initialement présente et la biomasse produite

en fin d'expérience, les résultats sont présentés dans le tableau 32.

Tableau 32 : Facteur multiplicatif exprimant la biomasse finale (densité numérique) obtenue par rapport a la

biomasse initialement présente (2000 cellules.mL) au début des bioessais et classement par ordre

d'importance des facteurs limitants par comparaison au témoin non enrichi.

Témoin

N

N+P
Claire avec huitres P

Si

N+8i

P+8i

N+P+Si

Témoin

N

N+P
Claire sans huitre P

Si

N+Si

P+Si

N+P+Si

7.20
6.37
6.70
10.23
10.31
10.99

7.65
7.21
6.94
14.63

15.95
17.41

3.55
4.07
3.48
10.04
12.48
11.60

4.03
4.32
4.37
12.13
10.90
11.90
19.18

6.63
7.67
6.73
13.83
13.92
17.08

5.93
6.42
6.63

12.63
13.02
14.58

533
6.06
5.69
1111
10.68
10.97

598
6.63
6.38
10.40

1245
818

6.75
7.48
7.18
13.72
12.07
14.80

7.2
7.40
7.18
12.57

1325
9,78

6.70
5.81
5.73
9.83
9.40
10.10

4.78
5.37
6.04
9.48
11.48
18.26

4.64
5.24

5.48
6.97
6.48
20.58

6.73
8.23
7.53
11.27
10.47
14.75

Les silicates se retrouvent classés toujours en premiére position dans l'ordre de limitation de

la production d'Haslea ostrearia, de méme, comme J'avaient laissé supposer les analyses

statistiques, on s'apercoit que les phosphates jouent un rdle plus important que l'azote. Par

contre pour ces deux éléments, les résultats montrent cependant une certaine variabilité en

fonction des dates de prélevements. Marion (1985) avait observé pour cette espece cet ordre

de limitation des nutriments majeurs pour les eaux néritiques de la baie de Bourgneuf.
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3-2-2-2 Comparaisons des résultats avec ceux issus de l'estimation des concentrations

en chlorophylle a.

Lors de ces expérimentations nous avions de plus choisi un deuxiéme parametre estimatif de
la biomasse produite, il s'agissait de la concentration en chlorophylle a. Les résultats
suivants sont présentés dans un but de comparaison des interprétations que peuvent donner
deux criteres estimatifs de biomasse produite. Dans la figure 31 sont regroupés les résultats
observés pour les eaux nouvellement entrées et celles ayant sé¢journé dans les deux claires.
Les graphiques A et B concernant les densités numériques sont présentés a titre de rappel.
Les graphiques C et D, présentant les concentrations en chlorophylle a observées lors de
l'arrét des cultures (densités numérique en cellules maximales), montrent que pour les eaux
nouvellement entrées dans les deux claires, I'ajout de phosphore permet d'obtenir les plus
fortes concentrations en chlorophylle a. Le phosphore serait donc le premier facteur limitant
Ja synthése de chlorophylle a pour cette espéce, puisque les enrichissements N et Si ne
permettent pas d'obtenir de concentrations supérieures a celles observées pour le Témoin.
Pour les eaux ayant séjourné dans les deux claires, on s'aper¢oit que c'est l'azote qui devient
le premier facteur limitant de la synthese de chlorophylle a. Ces deux constatations sont en
accord avec les observations faites dans la figure 25 concernant les concentrations initiales
en nutriments présentes dans les eaux utilisées pour ces bioessais. De plus on peut remarquer
que lorsque azote et phosphore sont associés (mélanges N+P et N+P+Si) les concentrations
en chlorophylle a sont les plus importantes. On remarquera aussi que les concentrations
obtenues avec les eaux ayant séjourné, sont en général plus faibles que celles observées avec
les eaux entrantes. On peut évoquer le role de nutriments, présents en plus grande quantité
dans les eaux nouvellement entrées, qui ne sont pas pris en compte dans nos analyses.

Si T'on observe les graphiques E et F de la figure 31, on remarque que les mélanges
enrichissants Si, N+Si, et P+Si présentent les teneurs intracellulaires en chlorophylle a les
plus faibles par rapport au Témoin et au reste des autres enrichissements. L'absence de

silicates augmenterait la synthése de chlorophylle a, comme I'ajout d'azote et de phosphore.

96



Devalté nuroéritue en cellule (oril.nd, )

Chla (pglh)

Chla (ug 10" celi

Chapitre 11l : Fertilité des eaux des claires ostréicoles de Marennes-Oléron

43500

40008 +

35000

30000 +

25000 -+

20608 +

15688

10968 4

5000 +

Témain R NP ¥ L] NeSi Pa5t N+P#Si

Enrichissements

0.0 4+

150.0 =

1000 +

6.6 -

2o

Témodn N P 4 R NSl PeSE MNePest

Enrichissements

108 5

P §i s E] P8y NaPs8i

Enrichissements

Densité mumérique e celiule {eellnd., )

Chlg (gL

Chla (ug.10% cell’™

40000 4

35000 -

.
%
i
i

Términ N NsP s NeSt Pelt

NePeSl

Enrichissements

190.0

1.0

50

0.0

Termdn N MF 14 s

Enrichissemenits

N+& Pt N+PaSt

120

Tésrnin N Hep " Si PaSE NePeSi

Enrichissements

Figure 31 : Moyennes des densités numériques (A et B), des concentrations en chiorophylle a (C et D) et des

teneurs intracellulaires en chiorophylie a (E et F) observées pour l'algue test Haslea ostrearia en présence des

différents mélanges enrichissants. Les barres représentent les intervalles de confiance 3 95 %. [

nouvellement entrées dans les claires ;

; Eaux

Eaux ayant séjourné dans les claires.
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3.3 Discussion

Les expériences menées en 1994-1995, révelent le rble important joué par les silicates
comme premier facteur limitant la production d'Haslea ostrearia sur les eaux provenant des
claires ostréicoles bordant le fleuve cotier Seudre. Cette premiere année d'expérimentation a
aussi mis également en évidence le role secondaire des métaux en période hivernale, de
l'azote et du phosphore en période printani¢re, dans la limitation de la production de l'algue
test. Cependant le classement par ordre d'importance de ces nutrilites n'est pas apparu tres
aisé.

En 1996, aprés n'avoir retenu que les éléments N, P, et Si dans la confection des
enrichissements différentiels, le role limitant joué par les silicates a ét€ confirmé. Le
phosphore et I'azote se partageant la deuxiéme place dans la limitation de la production
d'Haslea ostrearia.

En outre, il a été montré que le séjour de l'eau dans les claires, modifie la qualité
nutritionnelle de l'eau : diminution des concentrations en azote et a moindre échelle des
phosphates et silicates. Cependant, cet appauvrissement des eaux n'a que peu d'influence sur
les biomasses potentielles produites, aussi bien en terme de cellules qu'en teneur en
chlorophylle a. La source potentielle d'éléments et de composés organiques azotés et
phosphorés, non pris en compte au cours de nos analyses, peut alors jouer un rdle non
négligeable. La comparaison des eaux provenant des deux claires étudi€es, ne montre pas
d'influence significative de la présence d'huitres sur la fertilité potentielle de ces dernieres ;
il semble donc que les produits d'excrétion des mollusques, ammonium et substances
organiques azotées et phosphorées, soient en quantité insuffisante pour observer des effets
significatifs sur la fertilit¢ des eaux d'une claire chargée de mollusques a cette densité

d'affinage recommandée par la norme AFNOR.

De plus, en fonction de ces deux estimateurs de biomasses retenus, concentrations en
cellules et chlorophylle a produites, les interprétations différent quant au réle limitant de
chaque élément nutritif.

Il a été démontré, que les eaux provenant des deux claires étudiées présentent un caractére
limitant pour la culture de l'algue d'Haslea ostrearia. Ainsi nous avons classé les silicates
comme premier facteur nutritionnel intervenant dans la limitation de la croissance de cette

espéce, la simple addition de cet élément augmente le taux de croissance et permet
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l'obtention de densités numériques en cellules trois a quatre fois plus importantes que celles
obtenues avec l'eau brute non enrichie. Darley (1969) a évoqué le réle important de cet
élément pour Navicula pelliculosa et Cylindrotheca fusiformis dans les phénomeénes
mitotiques, 1l rapporte que la derniére espece a un besoin spécifique en silice pour la
production d'ADN qui est un précurseur de la silicification chez les diatomées.

Le fait, que les enrichissements Si, N+Si, et P+Si ne permettent pas d'obtenir des
concentrations en chlorophylle a aussi importantes que celles observées pour le Témoin et
les mélanges sans silicates, peut donc aussi €ire expliqué. En effet, Lombardi et Wangersky
(1991) ont montré, pour Chaetoceros gracilis, qu'il y avait une augmentation de la synthése
de chlorophylle a suite a une carence en silicates. Dans la présente étude, l'ajout de nitrates
associés aux phosphates et combiné avec une déficience en silicates, aurait des effets

conjugués, qui conduisent & une augmentation de la synthese de chlorophylle a.

4 CONCLUSIONS

Les tests biologiques ont permis, par l'estimation de la fertilit€ des eaux des bassins
expérimentaux étudiés, de préciser les qualités nutritionnelles du milieu “claire ostréicole”,
cette estimation constituant un complément indispensable a I'approche analytique
précédemment réalisée & partir des observations effectuées in situ.

En baie de Bourgneuf, pour ce type d'écosysteme, Robert (1983) qualifie d'eaux les plus
fertiles, celles qui permettent l'obtention in vitro de 15 4 35 ug.L” de Chl a , alors que les
eaux les moins fertiles ne produisent qu'entre 5 et 15 pg. L™ : il avait noté des concentrations
en azote total minéral dissous comprises entre 15 et 35 pmol.L’ pour les eaux les plus
productives et entre 8 et 15 pmol.L’1 pour les moins fertiles ; des concentrations en
phosphore minéral dissous relativement élevées puisque toujours supérieures a 0.8 pmol.L™
- des teneurs en silicates fortes variant entre 8 et 25 pmol L,

Dans le bassin de Marennes-Oléron, toutes les estimations obtenues dans la présente étude
se situent dans la gamme de celles des eaux les plus fertiles décrites pour la baie de
Bourgneuf, ce qui atteste d'une bonne richesse nutritionnelle des eaux du marais
expérimental de La Tremblade et donc des eaux de l'estuaire de la Seudre alimentant ce

marais.
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Néanmoins, malgré la bonne richesse nutritive de ces eaux, les tests biologiques ont permis
de montrer qu'elles présentaient un caractére limitant pour la production phytoplanctonique
représentée de fagon majoritaire par les diatomées dans ce type d'écosysteme. L'utilisation
comme outil d'investigation des rapports d'assimilation en nutriments (Redfield, 1934;
Brzezinski, 1985) a montré une limitation par les phosphates et les silicates des eaux
d'alimentation des claires en période de vives eaux ; le séjour de ces derniéres dans les
bassins en période de mort d'eau montre une diminution des qualités nutritionnelles, surtout
pour l'azote minéral dissous, qui devient premier facteur limitant de la production
phytoplanctonique.

Cependant, pour une espéce donnée, cette phase purement descriptive d'étude reste
insuffisante quant a la compréhension des phénomenes pouvant affecter ses multiplications
intenses dans I'écosystéme “claire ostréicole”. Aussi, la réalisation de bioessais utilisant
I'algue test Haslea ostrearia a permis, par le jeu de combinaisons de nutriments majeurs
{nitrates, phosphates et silicates), de préciser le caractére limitant de chacun sur la croissance
de l'algue test, tout en évaluant les besoins nutritionnels de cette espéce en conditions non

limitantes de lumiére et de température.

De fait, 1l a été établi que pour les eaux des claires de l'estuaire de la Seudre en période
d'affinage, la silice apparait comme €tant le premier facteur limitant la croissance d'Haslea
ostrearia, les phosphates et les nitrates se partageant le second rang dans la limitation de la

production de cette algue.

De plus, il n'a pas €€ démontré que le séjour des huitres immergées a la densité de 20
individus.m? dans les claires ait une influence significative sur la fertilité potentielle des
eaux de ces bassins, bien que des études précédentes dans l'écosystéme particulier “claire
ostréicole” aient montré pourtant limportance des substances organiques azotées et
phosphorées dans l'économie des proliférations de phytoplancton (Robert et al., 1979;
Maestrini et Robert, 1981). Il semble donc que cette densité d'élevage en mollusques,
imposée par la norme AFNOR, soit insuffisante pour modifier de fagon significative la

fertilité potentielle des eaux des claires on ils sont immergés.

L'utilisation de fagon concomitante de deux criteres estimatifs de la biomasse

(concentrations en cellule et en chlorophylle a produites), permet d'affiner les résultats se
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basant sur les mécanismes écophysiologiques régissant la croissance de l'algue test. Ainsi, le
mélange enrichissant N+P+S1, permet non seulement d'obtenir des densités numériques plus
importantes mais aussi des concentrations en chlorophylle a plus élevées que les autres
mélanges nutritifs testés. C'est pour cette raison qu'il a été décidé de retenir ce mélange

enrichissant pour connaitre les besoins nutritionnels d'Haslea ostrearia.
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C'est a la fin des années 70, que les premiéres études, concernant la stimulation de la
production primaire par apports minéraux, ont débuté en milieu marin, afin d'évaluer les
impacts des apports de nutriments d'origine anthropique sur I'écosystéme cdtier. Le Marine
Ecosystem Research Laboratory (MERL - Rhodes Island) a cherché, en développant
l'utilisation de mésocosmes a estimer l'influence des apports sans cesse croissant d'azote et de
phosphore par l'agriculture sur I'écosystéme cotier (e.g., Pilson et Nixon, 1980, Doering et al.,
1989, Oviatt et al., 1995).

En milieu marin, les études concernant la stimulation de la production primaire de bassins
utilisés en aquaculture sont récentes. Ces recherches ont pour objectif la production de masse
de microalgues ayant un intérét alimentaire afin d'optimiser les croissances des espéces
cultivées (mollusques, poissons, crustacés,...). Parmi ces microalgues, les diatomées sont le
groupe phytoplanctonique présentant le plus d'intérét. Plusieurs auteurs ont démontré qu'il
¢tait possible d'envisager la production en masse d'especes de diatomées a partir d'eau de mer
(Hussenot et Gautier, 1994; Hussenot et Brossard, 1995; Schollhorn et Granéli, 1996; Reed,
1998).

En baie de Bourgneuf, la production de Skeletonema costatum comme algue fourrage destinée
a l'engraissement de Crassostrea gigas est maitrisée jusqu'a des volumes de production de 50
m’ (Baud,1988). Cependant cette production de masse utilise comme milieu de base les eaux
souterraines salées, véritable milieu de culture naturel permettant l'obtention de biomasse a
moindre coiit (Moreau et al., 1998).

Dans le but de permettre a l'ostréiculteur de favoriser l'installation et le développement du
phénoméne de verdissement, nous avons cherché a mettre au point un mélange fertilisant
composé des sels nutritifs majeurs azote, phosphore et silicates, estimant qu'en milieu littoral
les oligo-éléments se situent a des concentrations non limitantes par défaut. Il serait ainsi
possible d'imaginer que les eaux correspondant a la période d'abondance d'Haslea ostrearia,
c'est a dire en fin d'automne-hiver et au printemps, pourraient étre fertilisées a leur entrée dans

les claires, pour favoriser la multiplication de l'algue et y provoquer le verdissement des

bassins.
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1 ELABORATION D'UN MELANGE ENRICHISSANT EN
NUTRIMENTS.

A partir donc des enrichissements différentiels, nous avons montré in vitro que le mélange de
nitrates, phosphates et de silicates, permettait de stimuler la croissance de la diatomée Haslea
ostrearia, aussi bien en terme quantitatif (nombre de cellules), qu'en terme qualitatif

(production de chlorophylle a).

1-1 Résultats

Nous avons donc décidé d'analyser les résultats en terme d'assimilation des nutriments pour le

mélange N+P+Si avec les eaux de la claire sans huitres et pour les eaux nouvellement entrées.

Les résultats sont regroupés dans le tableau 33.

Tableau 33 : Proportions en pourcentage de la réserve initiale consommée, rapports d'assimilation et rendements
de production en 10° cellules produites par umole d'azote (N), de silicates (Si) et de phosphates (P) consommée.
L'eau utilisée provient d'une claire sans huitre nouvellement entrée et enrichie avec le mélange N+P+8i. n. e, :

valeur non estimable. Les valeurs moyennes sont encadrées par l'intervalie de confiance 2 95%.

% de la réserve initiale Rendements de production Rapports
consormée (19%cell.umal ™) d'assimilation
Dates N §i P N St P N/P Svp
23-janv 39.2 64.6 63.2 103 43 833 8.1 19.4
419 70.1 68.1 90 37 714 7.9 18.2
93.2 92.0 84.4 57 40 833 14.7 21.1
21févr 52.5 99.0 94.6 30 31 400 13.2 13.0
739 69.1 §1.1 21 43 455 21.5 10.5
83.8 84.6 84.5 27 52 667 24.4 12.9
19-mars 58 n. e 43.1 256 ne. 556 22 n. e,
26.6 30.7 499 73 59 588 8.1 10.0
26.2 n e 49.0 85 n. e 714 8.4 n. €.
17-avr 89.1 757 69.4 33 52 833 255 16.2
94.8 85.0 76.0 40 60 1000 24.9 16.7
98.7 91.9 81.8 27 38 625 23.5 164
Moyenne 60.5x205 7631140 704+£104 70 + 41 457 685+ 110 152+583 1585 x2.7

Les résultats présentés dans ce tableau ont été€ obtenus aprés analyse des teneurs en sels
nutritifs (azote total minéral dissous, silicates, phosphates), au début des bioessais et apres
croissance de l'algue test. On remarque qu'en moyenne, 60.5 % de la réserve initiale en azote
total est consommée, 76.3 % de celle en silicates et 70.4 % de celle en phosphates. Les

quantités ajoutées aux concentrations initiales en nutriments de 'eau de mer provenant de la
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claire sans huitre, sont donc bien assimilées. On remarque que la demande en silicate est la
plus forte, bien avant celles des phosphates et nitrates. Les rendements d'assimilation ont été
calculés par rapport aux biomasses produites et exprimés en nombre de cellules par pmole de
nutriments consommeée. Les rapports d'assimilation montrent des valeurs moyennes de
N:P=15.2:1, et S1:P=15.5:1, ces valeurs sont tres proches de celles de Redfield
(N:Si:P=16:16:1). L'eau de claire, enrichie en azote, silicates et phosphates, avec des
concentrations respectives de 100 pmol N.L"!, 100 umol Si.L"' et 6.25 umol P.L", présente in
vitro des qualités de milieu qui correspondent a une assimilation des nutriments par Haslea

ostrearia proche de celle mise en évidence par Redfield (1934) pour le phytoplancton.

1-2 Milieu nutritif

Le milieu de culture, utilisé pour enrichir I'eau de mer des claires afin de promouvoir le
développement d'Haslea ostrearia, devra donc respecter le rapport molaire d'assimilation
suivant : N:Si:P=15.2:15.5:1.

L'azote ammoniacal est assimilé prioritairement par le phytoplancton par rapport & la forme
nitrique (Maestrini et Robert, 1981; Stolte er al, 1994, Dauchez et al,, 1996). Moreau et al.
(1998) ayant montré qu'Haslea ostrearia ne peut étre cultivée que sur des eaux ayant des
concentrations en ammonium inférieures 2 110-130 pmol.L”!, nous avons donc préféré utilisé
comme source d'azote le nitrate de sodium (NaNOs) afin d'éviter tout probléme de toxicité lié
a I'ammonium a de fortes concentrations. La forme utilisée pour 'apport de phosphate est le
phosphate de potassium K>,HPOj4, 3 H,O. Les silicates sont apportées sous la forme chimique
de métasilicates de sodium (Na»SiOs, 5 H>O).

A titre de comparaison, Brossard et Hussenot (1997) utilisent la forme ammoniacale (NH,Cl),
l'acide orthophosphorique liquide (H3POy) et le silicate de sodium liquide (Na;Si0O; + Hy0)

pour provoquer les "blooms" de Skeletonema costatum sur eau de mer et en systéme ouvert.

1-3 Préparation du milieu nutritif

La préparation de la solution concentrée en sels nutritifs se fait avec de l'ean douce, nous
avons suivi le protocole utilisé par Jacques (1979) et décrit par Brossard et Hussenot (1997).
En effet les métasilicates ont un pH basique proche de 11, et afin d'éviter toute précipitation
avec les autres nutriments le milieu doit étre tamponné autour d'un pH de 2 avec de l'acide
chlorhydrique technique (35 %) pur. Le protocole est décrit pour préparer 10 litres de solution
meére permettant d'enrichir 1 m’ d'eau de mer (tableau 34). Durant la préparation, il y a

agitation du milieu pour permettre une bonne dissolution des produits.
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Tableau 34 : Description du protocole de préparation de la solution mére d'enrichissement. L'ajout des
produits dans 10 litres d'eau douce se fait suivant un ordre précis, Les quantités sont données pour 10

litres de solution mére permettant d'enrichir 1 m’ d'eau de mer.

Ordre de préparation Masse (g  Volume (ml) Concentration finale souhaitée

aprés enrichissement

1 - Na,Si0; 25.457 120 pmol. L
2- HCI 50

3 - K;HPO, 1.767 7.7 pmol. L™
4 - NaNO, 10.003 117.7 umol.L"!

2 EXPERIMENTATIONS IN SITU UTILISANT LE MILIEU NPSi

Plusieurs séries d'expérimentations ont €té réalisées dans la claire n°5 du marais expérimental,
dans le but de tester I'emploi de l'enrichissement NPSi élaboré. Nous avons essayé de stimuler
la croissance d'une population d'Haslea ostrearia au sein d'une claire ostréicole, tout en étant
tributaire au maximum des conditions environnementales (température, éclairement,

pluviométrie, et qualité de l'eau initiale...).

2-1 Matériel et méthode

Pour ce faire, nous avons utilisé des microcosmes : des cylindres en PVC transparent, ont été
immergés (Fig. 32) (diamétre de 0.60 m, hauteur 1 m , épaisseur 10 mm). Ces microcosmes
possedent un fond étanche afin de supprimer I'influence éventuelle du sédiment. Le fond
étanche est fixé par un joint inerte en silicone 2 10 cm de la base du microcosme, permettant
d'enfoncer celle-ci dans la vase assurant ainsi la fixation de I'enceinte. Pour une hauteur d'eau
de 60 cm dans la claire, le volume utile est de 170 litres.

Pour les expérimentations in sifu, huit microcosmes identiques ont été fabriqués par la société
SARIC. Dans chaque microcosme, est placé un piege & sédiment, comportant 4 surfaces

égales de 5 cm de diamétre, permettant d'échantillonner qualitativement et quantitativement

une partie du microphytobenthos.

105



Chapitre IV : Verdissement expérimental en microcosmes en claires

Hanteur deay

Picee 2 sédiment 16U uin environ)

Fondd dan

Figure 32 : Microcosme en PV transparent immergé dans une claire.

Lors de l'alimentation en eau de la claire, les microcosmes sont immergés dans celle-ci, et
remplis de fagon 4 obtenir un volume utile de 170 litres dans chaque cylindre. L'eau introduite
dans chaque enceinte n'est pas filtrée et posséde les mémes caractéristiques que celle de la
claire. Le peuplement microphytoplanctonique initial est inventorié pour chaque microcosme :
un litre d'eau est prélevé et fixé pour une concentration finale en formol de 2 %. Les
échantillons sont laissés plusieurs jours a décanter et puis concentrés par élimination douce du
surnageant, le volume final de chaque échantillon étant alors de 80 mL ; les échantillons sont
stockés pour une analyse ultérieure au microscope.

Au début des expériences, 2 litres sont prélevés pour réaliser l'analyse des teneurs en
chlorophylle a et phéopigments apres filtration sur filtre Whatman GF/F suivant les méthodes
décrites dans le chapitre précédent. Le filtrat est utilisé pour les dosages de nutriments (NO»,
NO;s, Si0;, POy) a l'autoanalyseur SKALAR suivant les méthodes classiques, 'ammonium par
la méthode manuelle, et le dosage de la marennine externe suivant la méthode décrite par
Robert et Hallet (1981). Chaque analyse est réalisée en triplicata pour tenir compte de la
variabilité sur les mesures ; les modes de prélévements sont décrits en figure 33, les volumes

utilisés pour chaque dosage y sont précisés.

106



Chapitre 1V : Verdissement expérimental en microcosmes en claires

Prélevement
de 2 litres

Pompe a vide

Filtreur

Filtration de 200 mL
pour l'analyse des
pigments

80 mL 80mL 40 mL

Piluliers stériles en
Polypropyléne

Boites de Pétri

NO,, NO,, NH, Mitenniiic Congelat_lc;r(n) gés filtres &

Si05, POy externe

Figure 33 : Protocole de prélevement des échantillons d'eau provenant des microcosmes.

Le milieu NPSi utilisé a été confectionné selon le protocole décrit précédemment et ajouté
aux microcosmes devant étre enrichis : 1 litre de milieu pour 100 litres d'eau de mer. La
population d'Haslea ostrearia introduite dans certains microcosmes est préparée au
laboratoire, en utilisant un clone isolé des claires ostréicoles du marais expérimental.
L'inoculum provient de cultures réalisées en baril de 25 litres en conditions contrélées (T° : 15
°C + 1°C ; éclairement de 120 pmoles de photons.m™.s™, photopériode : 14h/10h (L/D)).

Apres 10 jours de séjour de l'eau dans les microcosmes, ce qui correspond en moyenne au
temps de séjour de I'eau d'une claire entre chaque renouvellement, un premier échantillonnage
est réalis€é sur la colonne d'eau, permettant de prendre en compte le compartiment

phytoplanctonique. Ensuite les pieéges a sédiments sont fermés et relevés. Le couvercle du

107



Chapitre IV ; Verdissement expérimental en microcosmes en claires

piége est nettoyé dans le microcosme pour le débarrasser du microphytobenthos s'y €tant
développé, afin de ne pas sous-estimer la production totale microphytobenthique.
Les quatre surfaces identiques de 19,625 cm?, sont échantillonnées suivant le protocole décrit

figure 34.

2 prélévements pour
lestimation des quantités
en pigments totaux par
i unité de surface.

% Les préléevements sont
2 prélévements pour réalisés au moyen d'une
'analyse qualitative du seringue et conditionnés
microphytobenthos % en piluliers.
{fixation au formol 2%)

Figure 34 : Protocole de prélevement des échantillons de microphytobenthos dans les piéges 4 sédiment.

Ensuite I'eau des microcosmes est agitée avec un balai-brosse de forme sphérique, permettant
de décoller le phytoplancton fixé sur les parois et le fond €tanche de chaque microcosme. Un
nouvel échantillonnage est réalisé, permettant alors de prendre en compte le compartiment

microphytobenthique.

2-2 Verdissement provoqué in situ a partir de cultures d'Haslea ostrearia.

La premiere expérimentation s'est déroulée a 'automne, en période d'affinage traditionnel :
octobre 1997. Elle avait pour but de tester I'emploi du milieu NPSi tout en recherchant une
concentration initiale optimale d'Haslea ostrearia permettant d'obtenir le verdissement des
microcosmes. En début d'expérience, la claire est alimentée en eau lors d'une "maline”. Ainsi,
chaque microcosme, rempli avec l'eau entrante, renferme un  peuplement

microphytoplanctonique initial. Le plan d'expérience est décrit dans le tableau 35.

Tableau 35 : Plan d'expérience décrivant chaque microcosme immergé dans la claire.

MICROCOSMES
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

Concentration initiale ajoutée en 750 250 500 500 1000 1000 2000 2000
Haslea ostrearia (cellules,mL™") .

Ajout de milieu enrichissant NPSi Non Oui Non Oui Non Oui Non Oui
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2-2-1 Evolution des concentrations en sels nutritifs dans les microcosmes.

La figure 35 représente l'évolution des concentrations en sels nutritifs entre le début

d'expérience (TO) et la fin d'expérimentation (aprés 10 jours).
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Figure 35 : Concentrations en sels nutritifs (ammonium, nitrites, nitrates, azote minéral total dissous, silicaies
dissous, et phosphore minéral dissous) dans les 8 microcosmes en débullll et en fin ] d'expérience. Les barres

d'erreur correspondent a I'intervalle de confiance & 95%. En abscisses figure la concentration initiale en cellules

d'Haslea ostrearia (cell.mL™) en présence ou non du milieu enrichissant NPSi.

Pour l'ammonium, les concentrations observées en début d'expérience sont comprises entre
4.2 et 47 pmol.L"" dans les microcosmes, ce qui est en accord avec les concentrations
automnales observées dans l'estuaire de la Seudre. En fin d'expérimentations les

concentrations sont comprises entre 0 et 1.2 pmoi.L'l. Le microcosme n°7 (2000 Ce}l.mL'[)
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est le seul a présenter une concentration plus élevée que les autres. Cependant, on peut

conclure 4 une forte consommation de la réserve ammoniacale.

Pour les nitrites, les concentrations en début d'expérience sont comprises entre 0.4 et 0.5
umol.L"'. Ces concentrations sont plus faibles que celles observées dans l'estuaire de la
Seudre pour la méme période de I'année. En fin d'expérience, on note des différences entre
microcosmes. Les concentrations diminuent dans les microcosmes "non enrichis", alors que
pour les microcosmes "enrichis”, on note une diminution pour M2 et M8, et une augmentation
pour M4 et M6. Dans ces deux microcosmes la prolifération éventuelle de bactéries

nitrifiantes ou dénitrifiantes pourrait étre 2 l'origine de cette augmentation.

Les concentrations en nitrates sont relativement faibles en début d'expérimentations pour les
microcosmes "non enrichis” (valeurs comprises entre 6.6 et 9.7 ymol.L’l). Ces valeurs sont
deux fois plus faibles, que les concentrations moyennes observées & la méme époque de
'année dans l'estuaire de la Seudre. Les microcosmes "enrichis” quant & eux, présentent des
concentrations moyennes comprises entre 104.7 et 108.7 umol.L'. On remarque une forte
consommation des nitrates, conduisant presque a I'épuisement de la réserve initiale aprés 10

jours d'expérience dans tous les microcosmes (Tableau 36).

Pour les silicates, les concentrations moyennes initiales sont comprises entre 14.7 et 18.9
pmol.L'!. Ces valeurs sont comparables 2 celles mentionnées dans le chapitre II pour V'estuaire
de la Seudre. L'ajout, dans les microcosmes “enrichis”, du milieu NPSi permet d'obtenir des
concentrations en silicates comprises entre 102.2 et 113.4 umol.L™. Les consommations dans
les microcosmes "non enrichis” sont €élevées sans épuisement total de la réserve initiale, alors
que pour les microcosmes "enrichis”, mis a part M2 , ces consommations sont plus faibles

comprises entre 53.9 et 67.8% de la réserve initiale (Tableau 36).

Pour les phosphates, les concentrations moyennes initiales sont comprises entre 0.5 et 0.6
pmol.L™. Ces valeurs sont proches de celles observées dans l'estuaire de la Seudre 2 la méme
époque de l'année. Les microcosmes “enrichis” présentent des concentrations initiales de 5.5
pmol.L. Ce sont les microcosmes "non enrichis” qui présentent les consommations les plus
faibles en pourcentage de la quantité initialement disponible, alors que dans les enceintes

"enrichies"”, ces consommations y sont 2 a 3 fois plus fortes (Tableau 36).
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Tableau 36 : Estimation en fin d'expérimentation de la consommation en nutriment en pourcentage

de la réserve initiale dans chague microcosme (valeur moyenne  intervalle de confiance & 95 %).

Consommation en pourcentage de la réserve initiale
Microcosmes N total Si P

250 cell.mL” 97.7+1.9 64.3+ 55 35.7 +22.6

500 cell.ml

10G0 cell

2-2-2 Evolution des concentrations en pigments totaux dans les microcosmes.

La figures 36 représente les concentrations en pigments totaux (Chlorophylle a +
phéopigments) observées dans les microcosmes en fin d'expérience. Nous distinguerons
'échantillonnage dans la colonne d'eau (compartiment planctonique) de I'échantillonnage
apres agitation des microcosmes (colonne d'eau + compartiment benthique). La différence des

deux, correspondant au compartiment benthique.

0O Compartiment planctonique B Compartiment benthique

166.0 -
75.0 4
50.¢ -

25.0

Chla + Phéopigments (ug.L™")

0.0

250 250 500 560 1000 1600 2000 2000
cellml~1  cellmi-l cellmi-l cellmi-1  cellmi-l  cellmi-1 cellmi-1 cellmi-1
NPSH NPSi NPSI NPSi

Figure 36 : Evolution de la concentration en chlorophylle a + phéopigments (Pigments tolaux) dans les

microcosmes. Les barres d'erreur correspondent & l'intervalle de confiance 4 95%

L'examen des concentrations en pigments totaux montre tout d'abord qu'aprés 10 jours
d'incubation dans les microcosmes, le compartiment benthique représente la majorité de la

production phytoplanctonique. Le peuplement s'étant installé et développé a colonisé le fond
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et les parois des microcosmes. On note un effet positif de l'enrichissement NPSi sur la
production phytoplanctonique en terme de pigments totaux produits. En effet, le simple calcul
du facteur multiplicatif observé entre les microcosmes "enrichis” ou "non enrichis”, montre en

moyenne un facteur multiplicatf égal a 12.

2-2-3 Evolution de la densité numérique en Haslea ostrearia dans les microcosmes.

Aprés 10 jours de séjour de l'eau dans les 8 microcosmes un comptage de la densité
numérique en cellules d'Haslea ostrearia est réalisé (Figure 37). On peut noter un effet positif
de lenrichissement sur la quantité d'H. ostrearia obtenue. En effet, les concentrations
observées sont entre 2 et 4 fois plus importantes dans les microcosmes "enrichis” que pour
leurs homologues "non enrichis”. La plus forte densité numérique est observée pour le
microcosme M8, avec prés de 25000 cellules.mL™'. On remarque de plus que le microcosme
M2 (250 cellules.mL initiales + NPSi) permet d'obtenir une densité numérique comparable,
mais moins forte, a celle du microcosme M7, dont la concentration initiale d'Haslea ostrearia
était de 2000 cellules.ml™ et qui n'avait pas €t€ enrichi. Il semble donc qu'une concentration
initiale comprise entre 1000 et 2000 cellules.mL™ ainsi qu'un enrichissement en azote,
phosphore et silicates permettent d'obtenir des concentrations comprises entre 20000 et 25000
cellules.mL™! en période automnale. Ces concentrations obtenues, sont 10 fois plus élevées
que celles observées par Robert (1983) entre les mois de septembre et octobre lors de

verdissements naturels dans les claires de Bourgneuf.

i Sans milien NPSi 1 Avec milieu NPSi
30000 _— B o

Densité numérigue
en cellule (cell.mL'l)

250 cell.mi-1 500 cell.mi-1 1000 cell.mlL-1 2000 cell.ml-1

Figure 37 : Evolution de la densité numérique en cellules d'Haslea ostrearia dans les microcosmes.
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2-2-4 Evolution des concentrations en marennine externe dans les microcosmes.

La concentration en marennine externe excrétée par les algues aprés 10 jours d'expérience est

comparée entre microcosmes dans la figure 38.

B Sans milieu NPSi B Avec milieu NPSI
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Figure 38 : Evolution de la concentration en marennine externe dans les microcosmes. Les barres d'erreur

correspondent a l'intervalie de conftance 2 95%

On peut noter que les plus fortes concentrations s'observent dans les microcosmes "enrichis”
avec le milieu NPSi et ayant les concentrations initiales de 1000 et 2000 cell.mL” d'Haslea
ostrearia avec respectivement des concentrations de 2.4 et 1.9 mg.L”". Un verdissement plus
ou moins intense est donc constaté dans les microcosmes ; il est plus important en présence
d'enrichissement et pour une concentration initiale en Haslea ostrearia supérieure ou égale a

1000 cell.mL™.

2-2-5 Evolution des populations de diatomées dans les microcosmes.

Les échantillons de phytoplancton ont été analysés au niveau qualitatif mais aussi quantitatif
en ne s'intéressant qu'au groupe des diatomées. La détermination des espéces ainsi que les
comptages ont été réalis€s au microscope photonique avec des lames hématimétriques de type
Nageotte et Neubauer. Les résultats ont permis de dresser un tableau répertoriant les
diatomées présentes dans les claires du marais expérimental IFREMER la Tremblade.

Pour caractériser le peuplement de diatomées des microcosmes, nous avons retenu plusieurs
indices écologiques. Basés sur la théorie de l'information de Margalef (1958), les calculs des

différents indices (Daget, 1976), nous ont conduits & choisir l'indice de diversité de Shannon
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(H') relatif a un échantillon : H' = - Z p; log, pi avec p; =n; / N = fréquence relative de l'espéce
i et N la somme des individus des i especes.

Afin de comparer les structures des peuplemeénts observés, un autre indice est utilisé :
I'équitabilité (E) qui est le rapport entre l'indice de diversité de Shannon et l'indice de diversité
maximal théorique : E = H' / log; N. Cet indice varie entre des valeurs comprises entre 0 et | ;
des valeurs élevées décrivent un peuplement dit équilibré, des valeurs tendant vers O
traduisent un déséquilibre, avec la présence d'une ou deux espéces majoritaires en effectifs par

rapport aux autres GSpéCGS.

2-2-5-1 Etude du peuplement en début d'expérience

En début d'expérimentation, I'analyse qualitative et quantitative du peuplement de diatomées
présent dans chaque microcosme a été réalisée (tableau 37).

Les concentrations initiales en Haslea ostrearia sont conformes aux concentrations théoriques
inoculées. On remarque que la diversité spécifique est variable d'un microcosme a l'autre.
Ceci est dii a la présence d'espéces occasionnelles dont les effectifs sont faibles (5
cellules.mL") ; d'ailleurs la présence de ces espéces peu représentées induit des différences
importantes entre microcosmes pour les valeurs de l'indice de Shannon. L'équitabilité qui tient
compte des effectifs, montre des valeurs qui ont tendance & diminuer en fonction de
I'augmentation des concentrations croissantes initiales d'Haslea ostrearia ajoutées. Ainsi le
peuplement est plus équilibré dans les microcosmes ayant des concentrations initiales de 250
cell.mL" que dans ceux avec 2000 cell.mL™. L'équitabilité passe de valeurs comprises entre
0.69 et 0.81 a des valeurs proches de 0.30-0.31. Dans ces derniers microcosmes, Haslea
ostrearia domine largement les autres especes.

En ne considérant que les especes qui représentent plus de 5 % des effectifs totaux de chaque
peuplement, on peut noter que le peuplement initial est composé de 5 espeéces majoritaires
(Haslea ostrearia, Navicula spl, Navicula sp2, Nitzschia closterium, et Surirella sp). La
figure 39 montre les densité numériques en cellules dans les 8 microcosmes en début
d'expérience. Seulement deux espeéces sont présentes dans les enceintes : il s'agit d'une
navicule de petite taille, non identifiée (Navicula spl) et d'Haslea ostrearia dont les effectifs
sont croissants. La figure 40 reprend ces résultats en terme de fréquence relative cumulée :
ainsi dans les premiers microcosmes, Haslea représente entre 37 et 49 % des effectifs totaux
alors qu'elle représente 2 elle seule prés de 85 % dans les microcosmes ou elle a €té introduite

4 la concentration de 2000 cell.mL™".
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Tableau 37 : Inventaire, densités numériques en cellules (cellules.mL") des différentes espéces de diatomées

observées dans les microcosmes et indices écologiques en début d'expérience.

Espéces 250 250 500 500 1000 1000 2000 2000
cellmL! cellmL' cellmL' cell.mL! cell.mL' cell.mL' cell.mL” cell.mL"
NPSi NPSi NPSi NPSi
Amphora coffeaformis 5 5
Bidulphia sp 5 5
Diploneis sp 5 5 5 40 45
Entomoneis paludosa 5
Gyrosigma spl 5 5 10 10 40
Gyrosigma sp2 5 S 75
Haslea ostrearia 195 250 455 485 1080 1150 1815 2330
Navicula spl 130 205 220 490 75 160 75 175
Navicula sp2 50 80 230 75
Navicula sp3 40
Nitzschia closterium 20 10 45 75
Nitzschia sigma 5 45 S 10 15
Nitzschia sp 5
Rhizosolenia spl 5
Skeletonema costatum 10
Surirella sp 80 10 5 5 45 45
Diversité spécifique 4 10 5 6 5 12 8 7
Indice de Shannon (bits) 1.63 2.28 1.12 1.39 1.14 1.13 0.92 0.84
Equitabilité 0.81 0.69 0.48 0.54 0.49 0.31 0.31 0.30
2500 W"’/,/ﬂ— ’
e |
20004 |
"',é 15004 e oo
E et SR W . . .
3 1000
5004
0 _ » ' ]
250cellmL-l 250 cell.ml-l  500cellmLl 500 cellmld ] ' el K
NEST N PIS T 1 1000 cell.mL 1 xoooN Pl;.i L1 2000 cell.mL-1 lm:el";imu
Microcosmes
O Autres O Navicula sp2 W Surirella spl @ Nitzschia closterium 3 Navicula spl W Haslea ostrearia

Figure 39 : Densités numériques en cellules observées dans les 8 microcosmes pour les espéces représentant plus

de 5 % des effectifs totaux en début d'expérience.
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Figure 40 : Fréquences relatives cumulées observées dans les 8 microcosmes pour les espéces représentant plus

de 5 % des effectifs totaux en début d'expérience.

2-2-5-2 Etude du peuplement en fin d'expérience

Les résultats sont présentés dans le tableau 38. De prime abord, on note que la diversité
spécifique a tendance a augmenter sensiblement dans chaque microcosme. En moyenne, une

dizaine d'espéces ont été répertoriées et a de rares exceptions pres, il s'agit des mémes taxons.

L'examen des indices écologiques montre tout d'abord une diminution dans le temps, entre le
début et la fin de I'expérience, de l'indice de Shannon et de I'équitabilité pour les microcosmes

"non enrichis".

L'équitabilité tend vers une valeur comprise entre 0.26 et 0.33. Le peuplement des
microcosmes "non enrichis" est donc dominé par une seule espéce, sur les figures 42 et 43 on
s'apercoit qu'il s'agit d'Haslea ostrearia qui représente plus de 80 % des effectifs totaux et ce

dans les 4 microcosmes "non enrichis”.
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Tableau 38 : Inventaire, densités numériques en cellules (cellules.mL™) des différentes especes de diatomées

observées dans les microcosmes et indices écologiques en fin d'expérience aprés 10 jours.

Espéces 250 250 500 500 1000 1000 2000 2000
cellmL" cell.mL” cellmL” cel.mL? cell.LmL”? cellmL”? cellmL” cell.mL"

NPSi NPSi NPSi NPSi

Amphora coffeaformis 45 130 5 60 25 15 5 75

Bacillaria sp 10 5

Diploneis sp 10 5 1 5 5

Entomoneis alata 75 20 150

Gyrosigma spl 5 80 5 25 5 5 10 5

Gyrosigma sp2 5 5

Haslea ostrearia 3335 9380 4105 16215 5790 20060 12190 25020

Melosira nummuloides 45

Navicula spl 370 5430 390 16595 345 22460 1515 19950

Nitzschia closterium 205 10300 310 15485 650 17950 795 9235

Nitzschia longissima 15 1060 3170 2970 1605

Nitzschia sigma 10 160 10 215 40 25 5 20

Rhizosolenia spl 15 15 10 5 20 5

Rhizosolenia sp2 5 15

Skeletonema costatum 3280 155 3775 4425

Surirella spl 5

Thalassionema sp1 125 20 55 85 15 5 115

Thalassionema sp2 20

Diversité spécifique 10 11 13 12 9 12 9 11

Indice de Shannon (bits) 1.10 2.15 1.09 1.89 0.94 2.02 0.81 1.92

Equitabilité 0.33 0.62 0.30 0.53 0.30 0.56 0.26 0.56

L'ajout du milieu NPSi a un effet direct sur les peuplements initiaux, ainsi l'indice de Shannon
et 'équitabilité ont tendance a augmenter dans le temps entre le début et la fin de l'expérience
pour les microcosmes "enrichis". La comparaison en fin d'expérience entre microcosmes "non
enrichis" et ceux ou le milieu NPSi a été ajouté aboutit au méme constat. Ainsi, 1'équitabilité
tend vers une valeur comprise entre 0.53 et 0.62 dans les microcosmes "enrichis". Le
peuplement semble donc plus équilibré, plusieurs especes sont alors dominantes.

L'examen des figures 41 et 42, montre en effet qu'Haslea ostrearia ainsi que Nitzschia
closterium et Navicula spl sont bien représentées dans ces microcosmes. Pour des
concentrations initiales de 250, 500 et 1000 cell.mL"', ces espéces représentent chacune prés
de 30 % des effectifs totaux. Pour le dernier microcosme enrichi (2000 cell.mL'l), Haslea
ostrearia domine avec 41 % des effectifs, suivi de Navicula spl avec 18 % et de Nitzschia
closterium avec 15 %.

Comme nous l'avions déja remarqué en regardant les concentrations en marennine dissoute
excrétée au cours de l'expérience, on s'apercoit que le verdissement apparait dans tous les
microcosmes. Ce verdissement est plus intense dans le microcosme n°8, ou Haslea ostrearia

reste dominante, malgré la présence d'autres especes concurrentes.
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Figure 41 : Densités numériques en cellules observées dans les 8§ microcosmes pour les espéces représentant plus

de 5 % des effectifs totaux en fin d'expérience.
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Figure 42 : Fréquences relatives cumulées observées dans les 8 microcosmes pour les espéces représentant plus

de 5 % des effectifs totaux en fin d'expérience.
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2-3 Discussion et Conclusions

Dans les 8 microcosmes ou une population d'Haslea ostrearia a été introduite a différentes
concentrations en présence ou non du milieu enrichissant, un verdissement plus ou moins
important a pu étre induit. Le milieu enrichissant, basé uniquement sur trois éléments majeurs,
montre toute son efficacité puisqu'il permet d'augmenter l'intensité du verdissement en
favorisant le développement de la population d'Haslea ostrearia et par voie de conséquence,
I'augmentation des quantités de marennine excrétées dans le milieu.

La prise de nutriments est sensiblement identique pour l'azote total et les silicates entre
microcosmes "enrichis" et microcosmes "non enrichis" ; en revanche, pour les phosphates,
cette derniére est deux a trois fois plus importante dans les microcosmes "enrichis".
Cependant, la présence d'autres espéces en début d'expérience semble augmenter la
compétition interspécifique avec Haslea ostrearia, puisque l'eau utilisée dans les expériences
n'avait pas été filtrée préalablement : ainsi en présence de l'enrichissement, Haslea ostrearia
se multiplie activement mais entre en compétition avec deux autres diatomées, Navicula spl
et Nitzschia closterium, dont Rincé (1978) et Robert (1983) avaient pressenti 1'importance
dans ce type de milieu. Ces trois espéces constituent a elles seules plus de 90 % du
peuplement de chaque microcosme. Sans l'enrichissement, le développement des populations
d'Haslea ostrearia introduites est nettement moins important, l'algue restant dominante par
rapport aux autres especes, puisqu'elle représente encore plus de 80 % des effectifs totaux
dans les microcosmes "non enrichis"”.

A partir d'une concentration initiale de 1000 cell.mL"' en présence de l'enrichissement, la
densité numérique maximale en cellules de 20000 cell.mL™ est atteinte en 10 jours contre une
densité numérique de 5800 cell.mL™' en absence de I'enrichissement. Cependant en milieu
enrichi, Haslea ostrearia ne représente que 30 % des effectifs totaux des diatomées.

En doublant Ia concentration initiale en cellules, la densité numérique maximale en présence
du milieu NPSi atteint 25000 cell.mL" contre 12000 cell.mL" sans I'enrichissement ; dans
cette situation, Haslea ostrearia représente a elle seule 41 % des effectifs totaux, devant

Navicula spl (18 %) et Nitzschia closterium (15 %).
Le milieu NPSi semble donc bien adapté pour augmenter la production primaire globale des

eaux des claires. Dans le cas d'une production d'Haslea ostrearia sur une telle eau enrichie, il

semblerait préférable d'effectuer une filtration de I'eau pour limiter au maximum la
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compétition interspécifique avec d'autres especes, comme Nitzschia closterium dont la
présence dans ces milieux peut étre importante. En outre, 'ensemencement d'une population
d'Haslea ostrearia A un niveau initial de 2000 cell. mL™ contribuerait & un meilleur rendement

de production de l'espéce algale.

3 INFLUENCE DES HUITRES SUR LE VERDISSEMENT

Dans le chapitre précédent, il a été montré que les huitres immergées dans une claire, a la
densité définie par la norme AFNOR de 20 individus au m™, n'avaient pas d'influence

significative sur la fertilité€ des eaux ol elles étaient immergées.

En utilisant la technique des microcosmes décrite précédemment, il était intéressant de
constater si les mollusques présentaient un rble sur le verdissement provoqué dans les
enceintes, notamment sur le peuplement de diatomées. En effet le tri sélectif des espéces lors
de la filtration peut avoir une grande importance quant a l'orientation du peuplement vers le
verdissement. Il n'est pas étonnant en effet de rappeler que ce phénomene est lié
exclusivement a la présence des mollusques, comme Robert (1983) I'a déja souligné en notant

la forte prédilection d'H. ostrearia pour les milieux conchylicoles.

3-1 Matériels et méthodes

En se servant des résultats précédents, il apparaissait donc intéressant d'étudier Ie
verdissement provoqué, en faisant varier différents parameétres, la présence ou non d'une
population initiale d'Haslea ostrearia A la concentration de 2000 cell.mL’, avec ou non
I'enrichissement NPSi, et en présence ou non de Crassostrea gigas a la densité de 20
individus au m™. Le plan d'expérience est décrit dans le tableau 39.

La surface de chaque microcosme étant de 0.2826 m?, 5 huitres de taille et de poids
équivalents ont été immergées dans ces derniers et posées sur le fond étanche de chaque
enceinte autour du piége a sédiment (figure 32).

Les prélevements et analyses ont été réalisés comme dans l'expérience précédente : matériels

et méthodes, § 2-1.
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Tableau 39 : Plan d'expérience décrivant chaque microcosme immergé dans la claire.

MICROCOSMES
Ml M2 M3 M4 M3 M6 M7 M8
Ajout d'Haslea ostrearia (2000 ceIl.mL"} Non Non Oui Oui Oui Oui Non Non

Ajout d’huitres (5 individus) Non Oui Nom Oui Nom Oui Non  Oui
Ajout de milieu enrichissant NPSi Non Non Non  Non Oui Oui Oui Oui
MICROCOSMES Témoin Huitres Haslea Haslea Haslea Haslea NPSI Huitres
Huitres NPSi  Huftres NFPSi
NPSi

En choisissant deux périodes d'expérimentations correspondant aux périodes d'abondance
naturelle d’'Haslea ostrearia dans les claires, c'est & dire en automne et au printemps, nous
avons recherché la nature de la relation pouvant exister entre les huitres et les espéces
phytoplanctoniques en situation de verdissement provoqué. La premiére expérience s'est

déroulée au mois de novembre 97 et la seconde au mois d'avril 98,

3-2 Expérience du mois de Novembre

3-2-1 Evolution des concentrations en sels nutritifs dans les microcosmes.

Sur la figure 43, sont présentées les concentrations en sels nutritifs en début d'expérience (TO)

et en fin d'expérimentation, aprés 10 jours de stabulation dans les microcosmes.

Pour I'ammonium, on note une concentration moyenne initiale de 2.9 pmol.L”, cette valeur
correspond aux normales saisonnicres observées en période hivernale dans l'estuaire de la
Seudre. Aprés 10 jours d'expérience, on remarque que dans les microcosmes sans huftre la
réserve en azote ammoniacale est totalement épuisée, alors qu'au contraire dans les
microcosmes ot des huftres ont été immergées cette réserve ne l'est pas. On remarque de plus
que les concentrations en ammonium en fin d'expérience ne sont pas équivalentes dans ces
microcosmes, les concentrations les plus faibles, autour de 0.8 ymol.L"', sont observées dans
les deux microcosmes (M4 et M6) ot Haslea ostrearia a été introduite également.

Pour les nitrites, la concentration initiale moyenne de 0.7 pmol.L‘l, est conforme a celle
observée habituellement entre la fin de l'automne et le début de I'hiver dans les eaux de
l'estuaire de la Seudre. En fin d'expérience, on s'apergoit que les concentrations en nitrites
sont différentes dans les microcosmes. Ainsi, les microcosmes "enrichis” présentent tous des

concentrations moyennes équivalentes, proches de 1.2 pmol.L"!. Alors que dans les
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microcosmes "non enrichis”, seuls ceux ot des huitres sont immergées, présentent des

concentrations en nitrites proches des valeurs initiales. Dans le Témoin (M1) et le

microcosme Haslea (M3), les teneurs en azote nitreux ont diminué.
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Figure 43 : Concentrations en sels nutritifs (ammonium, nitrites, nitrates, azote minéral total dissous, silicates
dissous, et phosphore minéral dissous) dans les huit microcosmes en début lll et en fin[] d'expérience. Les

barres d'erreur correspondent 2 l'intervalle de confiance 4 95%.

Pour les nitrates, la concentration initiale voisine de 7 pmol.L”' reste trois fois moins
importante que celle habituellement observée a la méme époque dans I'estuaire de la Seudre.
L'ajout de l'inoculum augmente les teneurs en nitrates d'environ 10 pumol.L7, alors que
l'enrichissement quant a lui, augmente cette concentration seulement de prés de 65 pmol L™
au lieu des 117.7 uM ajoutées en théorie. En fin d'expérience, on note un épuisement total de

(1

la réserve en nitrates dans les microcosmes "Témoin" et "Haslea", alors que dans les

microcosmes enrichis en NPSi, le stock d'azote nitrique n'est pas épuisé. De plus la présence
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des huitres semble indiquer une moins forte utilisation de cette forme azotée dans les
microcosmes.

L'azote total minéral dissous suit exactement la méme évolution que l'azote nitrique. Dans le
tableau 40, I'estimation des consommations en azote total dissous, exprimées en pourcentage
de la réserve initiale consommée, montre clairement que la présence dhuitres influence
sensiblement la consommation en azote total inorganique dissous, en diminuant cette derniére.
On peut penser que le flux constant d'azote excrété par les huitres est directement repris par
les microalgues au détriment des nitrates (consommations comprises entre 2.9 et 53.1 %,
tableau 40).

Pour les silicates, la ctﬂ%}tration initiale moyenne de 15 umol.L'1 observée dans le
microcosme Témoin est caractéristique des eaux de l'estuaire de la Seudre pour la méme
période de l'année. L'ajout d'enrichissement dans les microcosmes permet d'obtenir une
concentration moyenne initiale de 146 umol.L™!. Dans les microcosmes "non enrichis" apres
10 jours d'expérience, ce sont entre 60 et 98% de la réserve initiale qui sont utilisés. Alors que
dans les microcosmes "enrichis" la consommation moyenne est moins importante mais
équivalente entre microcosmes (valeurs comprises entre 46 et 54 % de la réserve initiale).

La concentration moyenne initiale en phosphates dans le microcosme Témoin est de 0.5
umol.L', cette valeur est plus faible que celle généralement observée a la méme époque dans
I'estuaire de la Seudre. Dans les microcosmes "enrichis”, la concentration initiale moyenne est
voisine de 6.5 pumol.L"', ce qui est Iégerement moins important que la concentration théorique
ajoutée de 7.7 pmol.L™". Aprés 10 jours, les concentrations en phosphates sont toutes plus
importantes dans les microcosmes ou des huitres sont immergées. La consommation moyenne
en phosphates y est moins importante. On peut donc penser au role des substances organiques
phosphatées pouvant étre assimilées directement par les microalgues au détriment du

phosphore inorganique dissous.
Tableau 40 : Estimation en fin d'expérimentation de la consommation en nutriment en pourcentage

de la réserve initiale dans chaque microcosme (valeur moyenne * intervalle de confiance 2 95 %).

Consommation en pourcentage de la réserve initiale

Microcosmes N total Si P
69.1+13.3

80.2+24 8.4

48.4+3.7

514455 506+ 14.8
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3-2-2 Evolution des concentrations en pigments totaux dans les microcosmes.

Les teneurs en pigments totaux (Chlorophylle a + Phéopigments) en fin d'expérience dans les
deux compar{iments analysés (planctonique et benthique) sont présentées dans la figure 44,
Les concentrations moyennes en pigments totaux sont variables entre microcosmes. L'ajout du
milieu NPSi permet d'augmenter la production phytoplanctonique globale (compartiment
planctonique + compartiment benthique) d'un facteur 5 : comparaison "Témoin" et

microcosme "NPSi".
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Figure 44 : Evolution de la concentration en chlorophylle ¢ + phéopigments (Pigments totaux) dans les

microcosmes. Les barres d'erreur correspondent  I'intervalle de confiance 2 95%

En général, la production phytoplanctonique est plus importante au niveau du compartiment
benthique par rapport au compartiment planctonique : le compartiment benthique représentant
en moyenne 69 % de la production globale dans les microcosmes sans huitres et 98 % pour les
enceintes avec huitres.

Si I'on compare les enceintes deux a deux, on note, dans les microcosmes "non enrichis” ou
des huitres sont présentes (M2 et M4), que la production benthique est plus forte que dans M1
(Témoin) et M3 (Haslea) ; alors que dans les microcosmes "enrichis", l'inverse est observé : le
compartiment benthique est plus important dans les microcosmes sans huitre. La présence des
bivalves joue un role sur le compartiment planctonique puisque l'on note une diminution des
concentrations en pigments totaux dans la colonne d'eau. On observe donc une utilisation, par

les mollusques immergés, de la biomasse microphytoplanctonique produite dans la colonne

d'eau.
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3-2-3 Evolution de Ia densité numérique en Haslea osirearia dans les microcosmes.

La figure 45 présente 1'évolution des concentrations d'Haslea ostrearia aprés 10 jours
d'expérimentation dans les microcosmes. La concentration initiale en cellule introduite est
proche de la densité numérique en cellule théorique de 2000 cell.mL™.

Apres 10 jours, on note une augmentation importante des concentrations, d'un facteur 3 dans
les microcosmes "non enrichis” et 5 dans les microcosmes "enrichis”. La présence des huitres
ne semble pas affecter la concentration d'Haslea ostrearia produite. Dans ces quatre

microcosmes, le verdissement est observé (Fig. 51).

Début d'expérience U Fin d'expérience
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Figure 45 : Evolution de la densité numérique en cellules d'Haslea ostrearia dans les microcosmes.

3-2-4 Evolution des concentrations en marennine externe dans les microcosmes.

La concentration en marennine excrétée par Haslea ostrearia a pu €tre estimée dans les
microcosmes en début et en fin d'expérimentation (Fig. 46).
De prime abord, on peut remarquer que les deux microcosmes "enrichis”, qui présentent les
plus fortes concentrations en Haslea ostrearia en fin d'expérimentation, ne présentent pas les
plus fortes concentrations en marennine excrétée dans le milieu. En effet, ces valeurs
s'observent dans les deux microcosmes ot des huitres sont présentes (M4 et M6).
Cette constatation peut s'expliquer par :

¢ La dégradation bactérienne du mucus enrobant les féces et pseudoféces des huitres et

la minéralisation des substances dissoutes issues du mucus sont connues pour leurs
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implications dans le développement de la pigmentation (Ranson, 1943, 1952) et la
stimulation de la croissance d'Haslea ostrearia (Cognie et Barillé, 1999).

¢ L'appauvrissement de la réserve nutritive apres 10 jours d'expérimentation, conduit a
une carence nutritionnelle pour l'algue, ce qui, selon Neuville et Daste (1972) et

Robert (1975) peut entrainer la synthése de marennine.
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Figure 46 : Evolution de la concentration en marennine externe dans les microcosmes. Les barres d'erreur

correspondent a l'intervalle de confiance a 95%

3-2-5 Evolution des populations de diatomées dans les microcosmes.

3-2-5-1 Etude du peuplement en début d'expérience

L'analyse qualitative et quantitative du peuplement de diatomées présent dans les
microcosmes en début d'expérience est réalisée. Les résultats sont présentés dans le tableau
41. La diversité spécifique dans les enceintes immergées est comprise entre 5 et 13. Cette
variabilité peut s'expliquer par la présence d'espece rencontrées en faible concentration entre 5
et 10 cellules.mL™, ce qui 4 pour conséquence un grande dispersion de l'indice de Shannon.
L'introduction d'une population initiale théorique en Haslea ostrearia de 2000 cell. mL™" induit
une diminution de l'équitabilité comprise entre 0.12 et 0.31, ce qui traduit un déséquilibre
initial du peuplement avec une ou deux espece(s) aux effectifs majoritaires. Sur la figure 47,

on peut noter que deux espéces sont également relativement bien représentées dans le
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peuplement des microcosmes, il s'agit de Navicula spl et a moindre échelle de Nitzschia

closterium.

Tableau 41 : Inventaire, densités numériques en cellules (cellules.mL™') des différentes espéces de diatomées

observées dans les microcosmes et indices écologiques en début d'expérience.

Espéces Témoin Huitres Haslea Haslea Haslea Haslea ~ NPSi  Huitres

Huitres  NPSi  Huitres NPSi
NPSi

Amphora coffeaformis 75 40 5 5

Coconeis sp 5 25 40 10 70

Diploneis sp 10 5 5 5 25 5 25

Entomoneis alata 40 45 10

Entomoneis paludosa S

Gyrosigma spl 10 25 20 5 10 5 45

Gyrosigma sp2 5 5 35 5 5 5 15

Haslea ostrearia 2310 2110 2280 2236

Navicula lanceolata 5 35

Navicula spl 330 85 40 140 270 305 125 415

Nitzschia acicularis 5

Nitzschia closterium 75 40 60 80

Nitzschia longissima 5 40

Nitzschia sigma 10 10 30 5 40

Nitzschia sp2 40

Surirella spl 5 5 40 10 15 45

Thallasionema sp 10

Diversité spécifique 10 5 6 9 9 13 6 10

Indice de Shannon (bits) 1.99 1.98 0.32 0.92 0.81 1.14 1.04 2.16

Equitabilité 0.60 0.85 0.12 0.29 0.26 031 0.40 0.65
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Figure 47 : Densités numériques en cellules observées dans les 8 microcosmes pour les espéces représentant plus

de 5 % des effectifs totaux en début d'expérience.
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L'examen des fréquences relatives cumulées montre qu'Haslea ostrearia représente plus de 80
% des effectifs totaux initiaux du peuplement dans les enceintes ol cette espece a €té
introduite (Fig. 48). Navicula spl est ensuite l'espéce la mieux représentée dans tous les

microcosmes, notamment entre 42 et 80 % des effectifs dans les microcosmes sans Haslea.
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Figure 48 : Fréquences relatives cumulées observées dans les 8 microcosmes pour les espéces représentant plus

de 5 % des effectifs totaux en début d'expérience.

3-2-5-2 Etude du peuplement en fin d'expérience

Les résultats concernant I'étude du peuplement en fin d'expérience aprés séjour de I'eau de la
claire dans les microcosmes sont présentés dans le tableau 42.

La diversité spécifique dans les enceintes immergées est en moyenne comprise entre 11 et 14
especes, a l'exception du microcosme M3. La comparaison, deux a deux, des microcosmes
sans et avec huitres, montre pour les microcosmes "non enrichis" une diminution de
I'équitabilité, ce qui indique donc la dominance d'une ou deux especes. L'ajout du mélange
enrichissant NPSi, augmente les densités numériques en cellules des taxons les mieux
représentés (Haslea ostrearia, Nitzschia closterium, et Navicula spl) (fig. 49), ce qui entraine
une diminution de 1'équitabilité autour de 0.35-0.37, sans permettre d'observer l'influence due

a la présence des huitres mise en évidence précédemment pour ce parametre.
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Tableau 42 : Inventaire, densités numériques en cellules (cellules.mL™) des différentes

observées dans les microcosmes et indices écologiques en fin d'expérience apres 10 jours.

espéces de diatomées

Espéces Témoin Huitres Haslea Haslea Haslea Haslea  NPSi  Huitres

Huitres  NPSi  Huitres NPSi
NPSi

Achnantes sp 10

Amphora coffeaformis 5 20 75 5 5 5 5 5

Asterionella sp 25

Bacillaria sp 5 5

Coconeis sp 10 40 40 5 5 20

Diploneis sp 40 5 45 20

Entomonreis alata 25 10 75 ) 25 65 55

Entomoneis paludosa 25 5 15

Gyrosigma spl S 10 10 5 20

Gyrosigma sp2 20

Haslea ostrearia 40 5 7230 7185 10685 10725

Licmophora sp 15 10 S S 5

Melosira sp 15 30 10

Navicula spl 320 280 295 375 1510 1380 2500 1540

Nitzschia closterium 595 1775 1645 4625 4760 2605 310

Nitzschia longissima 5 5 S

Nitzschia sigma 20 10 10 5 15 25

Plagiotropis sp 10 5 5 10

Surirella sp 5 40 15 5 20 15

Thalassionema sp 10 5 10

Thalassiosira sp 120

Diversité spécifique 11 14 4 11 13 13 11 13

Indice de Shannon (bits) 2.20 191 0.96 1.08 1.31 1.28 1.29 1.33

Equitabilité 0.63 0.50 0.48 0.31 0.35 0.35 0.37 0.36
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Figure 49 : Densités numériques en cellules observées dans les 8 microcosmes pour les espéces représentant plus

de 5 % des effectifs totaux en fin d'expérience.
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Sur la figure 50, on peut noter que dans les microcosmes "non enrichis", Haslea ostrearia
représente 77 % des effectifs totaux en diatomées en présence ou absence d'huitres ; alors que

dans les microcosmes "enrichis", elle ne représente plus que 63 %. L'ajout du milieu
enrichissant NPSi profite donc également aux espéces opportunistes Navicula spl et Nitzschia

closterium, qui voient leurs fréquences relatives respectives augmenter : 8-9 % et 27-28 %.
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Figure 50 : Fréquences relatives cumulées observées dans les 8 microcosmes pour les espéces représentant plus

de 5 % des effectifs totaux en fin d'expérience.

Sur la figure 51, on peut observer l'intensité du verdissement provoqué dans les microcosmes.
De prime abord, on remarque une certaine variabilité d'aspect des microcosmes dans les
clichés. On note pour les enceintes avec huitres l'aspect limpide de I'eau, di a l'activité de
filtration des mollusques ; par comparaison, on pourra observer le microcosme M5 (Haslea +
NPSi) ou l'on peut noter la formation de "créme flottante" a l'interface air-colonne d'eau. De
plus, on observe le phénomeéne de verdissement dans les 4 microcosmes ou la population
initiale d'Haslea ostrearia a été introduite. La coloration verte caractéristique est observée
avec des différences entre ces 4 microcosmes. Dans les enceintes M4 et M6, on observe
distinctement la caractére benthique d'H. ostrearia qui a tendance a coloniser le fond des

enceintes.
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Figure 51 : Observations des 8 microcosmes en fin d'expérimentation. M1 : Témoin ; M2 : Huitres ; M3 : Haslea ;
M4 : Haslea + Huitres ; M5 : Haslea + NPSi ; M6 : Haslea + Huitres + NPSi; M7 : NPSi ; M8 : NPSi + Huitres.

131



Chapitre 1V : Verdissement expérimental en microcosmes en claires

3.2-6 Discussion

Les nutriments sont consommés de fagon plus ou moins importante dans les enceintes
immergées. Il semble cependant que les huitres aient une influence directe sur la prise d'azote
et de phosphore inorganiques dissous. En effet, dans les microcosmes ol des huitres ont été
placées, la consommation des sources nutritives inorganiques, essentiellement nitrates et
phosphates, est moindre en comparaison de celle de leurs homologues sans huitres ; bien que
la production phytoplanctonique globale (compartiment benthique + compartiment
planctonique) exprimée en terme de pigments totaux soit sensiblement équivalente mis a part

dans M7 et M8 (Tab. 43).

Tableau 43 : Comparaisons deux & deux entre microcosmes des teneurs en pigments totaux
pour observer i'effet des hultres sur la production phytoplancionique globale (compartiment

benthique + compartiment planctonigue) en terme de pigments totaux produits.

Comparaison microcosmes  Test utilisé P Significativité

L'excrétion d'ammoniaque et de substances organiques dissoutes par les mollusques,
utilisables par le microphytoplancton, est un phénoméne bien décrit (e.g., Doering, 1989;
Asmus & Asmus, 1991; Dame, 1993). Ainsi, malgré la consommation par les huitres du
phytoplancton produit dans les enceintes, qui se traduit par une diminution systématique de la
part du compartiment planctonique dans ces microcosmes, il semble que la part du
compartiment benthique augmente par le biais des substances excrét€es par les mollusques.
Ceci est trés net, lorsque 1'on compare les microcosmes Témoin - Hultres ; et les microcosmes
"Haslea" — "Haslea + Huitres".

Pour ces 4 microcosmes qui n'ont pas bénéficié de l'ajout de l'enrichissement NPSi, on
remarque une influence également des mollusques sur ['équitabilité du peuplement de
diatomées en fin d'expérimentation. Les valeurs de cet indice sont en effet moins importantes
dans les microcosmes ayant des huitres. L'ajout du milieu NPSi masque cette observation
dans les microcosmes "enrichis”, puisque ce dernier contribue également a une diminution de
I'équitabilité, ce qui rend compte d'un peuplement déséquilibré avec une ou plusieurs especes

majoritaires. En effet, on note que dans les microcosmes "non enrichis”, Haslea ostrearia
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représente 77 % des effectifs totaux en diatomées en présence ou absence d'huitres ; alors que
dans les microcosmes "enrichis”, elle ne représente plus que 63 %. Le mélange nutritif NPSi
profite également aux especes plus opportunistes, Navicula spl et Nitzschia closterium qui,
par conséquence, voient leurs fréquences relatives respectives augmenter. Comme pour
l'expérience d'octobre, on observe lors de ce verdissement provoqué dans les microcosmes des
fréquences relatives d'Haslea ostrearia supérieures a 60 % des effectifs totaux, ce qui est en
accord avec les observations de Moreau (1970) et Robert (1983) faites lors de verdissement

en claires,

La population initiale d'Haslea ostrearia de 2000 cell.mL™' permet donc d'obtenir, dans les 4
microcosmes ou elle y est introduite, un verdissement plus ou moins intense. La concentration
moyenne en cellule obtenue sans enrichissement est de 7200 cell.mL™, alors qu'en présence
du mélange nutritif, ]a concentration de 11000 cell.mL™' est observée. Ces valeurs sont moins
importantes que celles respectives de 12000 et 25000 cell.mL!, observées précédemment lors
de l'expérience d'octobre pour les deux mémes microcosmes (Tab. 38). Par ailleurs,
Iinfluence des huitres n'est pas mise en évidence sur la concentration d'Haslea ostrearia
produite. En effet, les densités numériques en cellules sont identiques en présence ou absence
d'huitres, bien que les concentrations en marennine excrétée dans le milieu soient toujours
plus importantes dans les enceintes avec huitres. Ceci peut étre rapproché des travaux de
Ranson (1943, 1952) qui évoque le role du mucus enrobant les feces et pseudofeces sur I'état

de pigmentation de cellules d'Haslea ostrearia.

3-3 Expérience du mois d'Avril

3-3-1 Evolution des concentrations en sels nutritifs dans les microcosmes.

La figure 52 présente l'évolution des concentrations en sels nutritifs entre le début

d'expérience (TO) et la fin d'expérimentation (aprés 10 jours) au mois d'avril 1998.

Pour 'ammonium, on note des concentrations moyennes inttiales comprises entre 0.3 et 0.1
umol.L'. Ces concentrations, trés faibles, ne correspondent pas aux valeurs habituelles
observées en période printaniére dans l'estuaire de la Seudre (Tab. 3). Aprés 10 jours

d'expérience, on remarque un épuisement de la réserve initiale en NHa dans les microcosmes
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sauf pour ceux renfermant des huitres. Dans ces enceintes, en effet la concentration en

ammonium est de 1 umol.L”! en moyenne.
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Figure 52 : Concentrations en sels nuiritifs {ammonium, nitrites, nitrates, azote minéral total dissous, silicates

dissous, et phosphore minéral dissous) dans les huit microcosmes en début lll et en fin [[] d'expérience. Les

Pour les nitrites, la concentration initiale moyenne dans les microcosmes en début
d'expérience est comprise entre 0.4 et 0.6 umol.L"', ce qui est conforme avec les teneurs
observées au printemps dans les eaux de )'estuaire de la Seudre. En fin d'expérience, on note

une diminution des concentrations en nitrites dans les microcosmes "non enrichis” et une

Pour les nitrates, la concentration initiale moyenne est comprise entre 16.8 et 19 umol.L”, ce

qui correspond a des valeurs moins importantes que celles habituellement observées en
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période printaniere (Tab. 5). L'ajout d'enrichissement augmente dans les microcosmes la
concentration moyenne : celle-ci est alors comprise entre 143 et 160 umol.L”'. En fin
d'expérience, on note un épuisement presque total de la réserve en nitrates dans tous les

microcosmes, les concentrations moyennes sont alors comprises entre 1.6 et 6 pmol.L™".

L'azote total minéral dissous suit exactement la méme évolution que celle des nitrates,
puisque cette forme représente de fagon majoritaire l'azote inorganique total dissous. Dans le
tableau 44, I'estimation des consommations exprimées en pourcentage d'azote total consommé
par rapport & la réserve initiale, montre des valeurs comprises entre 78.4 et 97.3 %. Par
rapport & l'expérience de novembre, seule une différence entre le témoin et le microcosme
avec huitres, permet de supposer une moins grande utilisation de la source inorganique azotée

du fait de la présence des mollusques.

La concentration initiale moyenne en silicates dans les microcosmes est comprise entre 14.3
et 18.8 umol.L!, ces valeurs étant en moyenne deux fois plus importantes que celles
observées au printemps dans I'estuaire de la Seudre. L'ajout d'enrichissement dans les quatre
enceintes fertilisées permet d'obtenir une concentration initiale moyenne comprise entre 144
et 173 pmol.L™". Apres 10 jours d'expérience, ce sont entre 68.8 et 99% de la réserve initiale
qui sont utilisés dans les différents microcosmes (Tab. 44). On peut noter, si I'on compare
deux a deux les microcosmes, que les consommations en silicates sont toujours plus

importantes dans les microcosmes contenant des huitres.

Les concentrations en phosphates sont de l'ordre de 0.3 4 0.4 pmol.L™, ce qui correspond a
celles observées a la méme époque dans lestuaire de la Seudre. Dans les microcosmes
"enrichis", la concentration initiale moyenne est comprise entre 7.9 et 9.3 pmol.L"". Apres 10
jours d'expérimentation, I'épuisement de la réserve en phosphate est constaté dans les
enceintes non enrichies, tandis que dans celles enrichies les concentrations sont comprises
entre 0.3 et 1 pmol.L"'. Paradoxalement, c'est dans ces mémes microcosmes que la
consommation en phosphates est la plus importante, entre 88 et 96.3 % de la réserve initiale.
De méme, les consommations semblent légérement plus importantes dans les microcosmes

avec huitres.
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Tableau 44 : Estimation en fin d'expérimentation de la consommation en nutriment en pourcentage

de la réserve initiale dans chaque microcosme (valeur moyenne * intervalle de confiance 2 95 %).

Consommation en pourcentage de la réserve initiale

Microcosmes N total Si P
Témein 89.9+12.1 55.4 + 13.7

. Haslea + NPSi

3-3-2 Evolution des concentrations en pigments totaux dans les microcosmes,

Les teneurs en pigments totaux (Chlorophylle a + Phéopigments) observées en fin
d'expérience dans les compartiments planctonique et benthique sont présentées dans la figure
53. On note tout d'abord une différence trés nette entre microcosmes "non enrichis" et
"enrichis”, l'ajout du mélange NPSi a pour effet une augmentation importante des
concentrations en pigments totaux, de l'ordre d'un facteur 11 entre le microcosme Témoin et

e microcosme NPSi.
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Figure 33 . Evolution de la concentration en chlorophylle a + phéopigments (Pigments totaux) dans les

microcosmes. Les barres d'erreur correspondent 2 l'intervalle de confiance 2 95%
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La comparaison avec l'expérience précédente réalis€e en période automnale, montre une
production globale (compartiment planctonique et benthique) plus importante en période
printaniére dans les microcosmes "enrichis". On peut penser que les conditions printanieres de
température et d'éclairement ont joué un réle plus important que celles souvent limitantes
observées généralement en période automnale.

Par contre, il est intéressant de noter que le compartiment planctonique n'est pas aussi bien
représenté que lors de l'expérience de novembre, les différences sont minimes pour ce
compartiment entre les microcosmes avec et sans huitres. Ainsi le compartiment benthique
représente 91 % de la production globale dans les enceintes sans huitres et 95 % dans les
microcosmes avec huitres. Comme cela a été observé en novembre, il semble que les
microcosmes avec huitres présentent des teneurs en pigments totaux plus importantes que

leurs homologues sans huftres.

3-3-3 Evolution de la densité numérique en Haslea ostrearia dans les microcosimes.

La figure 54 présente l'évolution des concentrations d'Haslea ostrearia aprés 10 jours
d'expérimentation dans les microcosmes. Les densités numériques en cellules observées dans
les microcosmes sont différentes, elles sont comprises entre 4800 et 9900 cell.mL™ dans les
microcosmes "non enrichis” et entre 13000 et 17400 cell.mL™ pour les enceintes fertilisées.
La concentration en cellule d'H. ostrearia la plus faible obtenue apreés 10 jours, est observée
dans le microcosme M4 (Haslea-Huitres). Dans les autres enceintes, les biomasses produites

sont plus importantes que celles obtenues lors de 'expérience du mois de novembre.
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Figure 54 : Evolution de la densité numérique en cellules d'Haslea ostrearia dans les microcosmes.

137
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3-3-4 Evolution des concentrations en marennine externe dans les microcosmes.

La concentration en marennine excrétée par Haslea ostrearia dans les microcosmes en début

et en fin d'expérimentation apres 10 jours est présentée dans la figure 55.

& Début d'expérience B Fin d'expérience

6.00

5.00 -

4.00 -

3.00

2.00 -

1.00 -

0.00 - : -—ljl-

Témoin Huitres Haslea Haslea Haslea Haslea NPSi Huttres
Huitres NPSi  Hulitres NPSi
NPSi

Marennine (mg.L")

Figure 55 : Evolution de la concentration en marennine externe dans les microcosmes. Les barres d'erreur

correspondent 4 l'intervalle de confiance 2 95%

Les concentrations en marennine excrétées dans le milieu par Haslea ostrearia sont variables;
logiquement elles sont les plus fortes dans les microcosmes ou une population d'Haslea a été
introduite, entre 2.2 et 3.7 pmol. L. Cependant, on s'apercoit que les valeurs les plus élevées
sont observées dans les enceintes non enrichies, ol pourtant les densités numériques en
cellules sont les moins importantes. Comme lors de I'expérimentation de novembre, malgré
des valeurs en moyenne 2 a 3 fois plus importantes, on note des concentrations 1égérement
plus élevées au sein des microcosmes avec huitres. Il semble donc confirmé que la présence

des huitres joue une influence sur I'état de pigmentation des cellules.

3.3-5 Evolution des populations de diatomées dans les microcosmes.
3-3-5-1 Etude du peuplement en début d'expérience
En début d'expérience, l'inventaire et le comptage des différentes espéces de diatomées du

peuplement initial de chaque enceinte a été réalisé (Tableau 45).
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Tableau 45 : Inventaire, densités numériques en cellules (cellules.mL™) des différentes espéces de diatomées

observées dans les microcosmes et indices écologiques en début d'expérience.

Espéces Témoin Huitres Haslea Haslea Haslea Haslea ~ NPSi  Huitres
Huitres  NPSi  Huitres NPSi
NPSi
Amphora spl 5 5 5
Coconeis sp 5 5
Diploneis sp 5 S 5
Entomoneis alata 40 5 15 S
Gyrosigma spl 20 5 10 5
Gyrosigma sp2 5 5
Haslea ostrearia 1915 2360 1200 1305 40
Navicula spl 280 135 110 90 145 90 150
Navicula sp2 5
Nitzschia closterium 320 185 140 170 70 30 105 190
Nitzschia longissima 15 55 40 10 40
Nitzschia sigma S 20 20
Nitzschia sp2 5
Plagiotropis sp 40
Skeletonema costatum 160 80 10 175 30 55
Surirella spl E) 3 5 S 5
Thalassionema sp 10
Diversité spécifique 8 7 9 8 7 5 8 13
Indice de Shannon (bits) 2.13 1.94 0.78 0.79 0.79 0.88 2.11 2.57
Equitabilité 0.71 0.69 0.25 0.26 0.28 0.38 0.70 0.69

En moyenne, 8 especes sont observées dans les enceintes immergées ; parmi celles-ci on note
la présence de Navicula spl, Nitzschia closterium et Skeletonema costatum représentées de

fagon plus ou moins abondante (Fig. 56).
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Figure 56 : Densités numériques en cellules observées dans les 8 microcosmes pour les espéces représentant plus

de 5 % des effectifs totaux en début d'expérience.
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L'introduction d'une population d'Haslea ostrearia dans 4 enceintes, modifie la valeur
moyenne de 'indice de Shannon de 2 a 0.8, ainsi que celle de I'équitabilité de 0.7 a 0.3.

Dans ces microcosmes, le peuplement initial est déséquilibré avec la dominance d'Haslea
ostrearia, qui représente a elle seule plus de 85 % des effectifs totaux de diatomées

inventoriées (Fig. 57).
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Figure 57 : Fréquences relatives cumulées observées dans les 8 microcosmes pour les espéces représentant plus

de 5 % des effectifs totaux en début d'expérience.

Dans les autres microcosmes, le peuplement est plus équilibré et les trois espeéces dominantes,
Navicula spl, Nitzschia closterium et Skeletonema costatum représentent en moyenne

respectivement 32 %, 40 % et 15 % des effectifs totaux de diatomées.

3-3-5-2 Etude du peuplement en fin d'expérience

Apres 10 jours d'expérience, l'inventaire et la numération des especes de diatomées présentes
dans les enceintes immergées sont effectués de nouveau. Les résultats sont présentés dans le
tableau 46.

La diversité spécifique, dans les microcosmes, est en moyenne comprise entre 6 et 17 espéces.
L'ajout du mélange enrichissant NPSi, augmente en moyenne cette derniére. Par contre, il est
difficile d'observer une influence de I'ajout de mélange enrichissant ou bien de la présence
d'huitres ou non, sur l'indice de Shannon ou encore sur l'équitabilité. Cette derniére reste
comprise entre 0.38 et 0.58 ; le peuplement semble donc dominé par plusieurs espéces (Fig.
58).
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Tableau 46 : Inventaire, densités numériques en cellules (cellules.mL™) des différentes espéces de diatomées

observées dans les microcosmes et indices écologiques en fin d'expérience aprés 10 jours.

Espéces Témoin Huitres Haslea Haslea Haslea Haslea  NPSi  Huitres
Huitres  NPSi  Huitres NPSi
NPSi
Achnantes sp 25 10
Amphora coffeaformis 5 45 35 10 5 210 150 25
Amphora sp2 5 225
Bacillaria sp 350 20 25 25 185
Coconeis sp 5 5
Diploneis sp 5 5 5 40 5
Entomoneis alata 5 35 10 340 870 315
Entomoneis paludosa 5 10 65
Gyrosigma spl 20 20 5 10 5
Gyrosigma sp2 5 5
Haslea ostrearia 60 9860 4780 13170 17370 395 500
Licmophora sp ] 5
Melosira sp 10 50 360 295
Navicula spl 375 310 150 670 420 510
Navicula sp2 75
Nitzschia acicularis 35 75 300
Nitzschia closterium 5460 3160 5625 1410 11510 19335 23275 8840
Nitzschia gandersheimiensis 1565 2505 3265
Nitzschia longissima 7070 925 5480 2200 14845 7615 3715 2065
Nitzschia sigma 40 40 120 15
Plagiotropis sp 5 20 155 55
Pleurosigma sp 35
Surirella sp 5 5
Thalassiosira sp 10
Diversité spécifique 13 12 7 6 7 17 15 17
Indice de Shannon (bits) 1.40 1.49 1.62 1.43 1.59 1.88 1.59 2.00
Equitabilité 0.38 0.42 0.58 0.55 0.56 0.46 0.41 0.49
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Figure 58 : Densités numériques en cellules observées dans les 8 microcosmes pour les espéces représentant plus

de 5 % des effectifs totaux en fin d'expérience.
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Quatre espéces recensées, présentent des effectifs importants : Nitzschia closterium, Nitzschia
longissima, Navicula spl et Haslea ostrearia lorsqu'elle a ét€ introduite (Fig. 59).

Comme lors de l'expérience de novembre, on remarque qu'Haslea ostrearia est dominante
dans les microcosmes "non enrichis" : entre 46 et 57 % des effectifs totaux contre seulement
33 et 37 % dans les enceintes enrichies. Alors que ses effectifs observés sont plus importants
qu'en novembre, les fréquences relatives sont plus faibles. Il semble donc que la période
printaniére soit favorable également a d'autres espéces comme Nitzschia closterium et

Nitzschia longissima.
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Figure 59 : Fréquences relatives cumulées observées dans les 8 microcosmes pour les espéces représentant plus

de 5 % des effectifs totaux en fin d'expérience.

3-3-6 Discussion

La consommation en nutriments (azote minéral dissous, phosphore minéral dissous et
silicates) est trés importante et peut conduire jusqu'a I'épuisement des réserves initiales, lors
de cette expérience réalisée en période printaniére. Il semble donc que des facteurs, comme
par exemple la température et I'éclairement, puissent avoir joué un rdle important par rapport
a l'expérience réalisée en période automnale. En effet, globalement, les biomasses produites
en 10 jours, aussi bien en terme de cellules que de pigments totaux (Chlorophylle a +
Phéopigments), sont plus élevées que celles observées en période automnale.

Contrairement a ce qui était observé en période automnale, il est plus difficile de mettre en

évidence des différences notables pour le compartiment planctonique entre les microcosmes
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avec et sans huiires. Ainsi le compartiment benthique représente 95% de la production globale
dans les microcosmes avec des huitres contre 91 % pour ceux sans les bivalves. La
comparaison de la production globale entre microcosmes avec et sans huitres, montre des
différences significatives (p<0.01) sauf entre les microcosmes "Haslea" et "Haslea-Huitres"

(Tab. 47).
Tableau 47 : Comparaisons deux & deux entre microcosmes des teneurs en pigments totaux
pour observer l'effet des huitres sur la production phytoplanctonique globale (compartiment

benthique + compartiment planctonique) en terme de pigments totaux produits.

Comparaison microcosmes  Test utilisé P Significativité

Il semble donc globalement que Crassostrea gigas joue un rdle significatif dans la stimulation
de la production phytobenthique. Comme cela a été observé, la concentration en ammonium
(NH,) est nettement plus importante dans les microcosmes contenant des huitres (autour de |
umol.L™Y). Pour Crassostrea virginica, Dame et al. (1985) ont montré un ‘feed-back’ positif,
suite & l'ingestion d'azote particulaire (phytoplancton), puis reminéralisation rapide de cette
derniére sous forme d'ammonium ; ce qui contribue a augmenter considérablement le
recyclage de l'azote particulaire : 'ammonium excrété peut alors étre rapidement assimilé par
les microalgues. Le microphytobenthos, fixé sur le fond des microcosmes est peu disponible
comme source d'alimentation pour les huitres sans remise en suspension ; ce compartiment
bénéficie donc totalement des substances dissoutes inorganiques (NHy4) ou organiques (urée et
acides aminés, Hammen ef al., 1966), qui peuvent ainsi étre assimilées comme l'ont montré

Wheeler et al. (1974) et Valiela (1984).

Il est difficile de mettre en évidence une influence des huitres sur les densités numériques en
cellules d'H. ostrearia produites, puisqu'en présence d'huitres, ces dernieres sont moindres
sans enrichissement de I'eau, alors qu'elles sont plus élevées avec un ajout de milieu NPSi.

Cependant, comme cela avait déja été remarqué en novembre, les concentrations en
marennine excrétée dans le milieu sont toujours plus importantes dans les microcosmes

contenant des huitres.
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La population initiale d'Haslea ostrearia permet donc d'obtenir, dans les 4 microcosmes ou
elle est introduite, un verdissement plus ou moins intense. Cette espéce représente entre 46 et
57 % des effectifs de diatomées dans les microcosmes "non enrichis" contre seulement 33 et
37 % dans les enceintes enrichies. Ces valeurs sont moins importantes que celles observées en
période automnale, bien que les densit€s numériques produites d'H. ostrearia soient plus
importantes, d'autres espeéces, comme Nitzschia closterium et Nitzschia longissima, ont de
méme profité vraisemblablement des conditions climatiques moins limitantes (température et

éclairement).

4 CONCLUSIONS

L'approche, in situ en claire ostréicole, par utilisation de microcosmes, a permis d'identifier
les différentes conditions et facteurs qui contribuent a l'installation et la prolifération de la

navicule bleue, jusqu'a l'obtention d'un verdissement provoqué.

Cette premiere phase d'étude a contribué a tester et valider I'emploi du milieu nutritif, basé
uniquement sur trois éléments majeurs et élaboré suite aux expérimentations in vitro réalisées
précédemment. Il a été démontré qu'une population initiale minimale d'Haslea ostrearia de
2000 cell.mL’, était nécessaire pour la prolifération de la microalgue et l'obtention d'un
verdissement intense. Malgré la compétition interspécifique avec d'autres especes plus
opportunistes, comme Nitzschia closterium par exemple, Haslea ostrearia reste dominante
dans les enceintes en représentant : plus de 80 % des effectifs totaux sans apport
d'enrichissement, contre seulement 41 % dans les microcosmes "enrichis"” .

Le mélange nutritif NPSi semble bien adapté pour augmenter le développement d'Haslea
ostrearia, mais il contribue €galement a l'augmentation de la production microphytique
globale des eaux des claires, par le développement d'especes opportunistes présentes dans le
peuplement initial. La production intensive, d'Haslea ostrearia a partir d'eau de mer
provenant de claires ou de bassin de décantation, nécessite donc une phase de filtration, afin

de limiter au maximum la compétition interspécifique avec d'autres especes.
Apres avoir ainsi défini la concentration minimale d'Haslea ostrearia permettant d'induire le

verdissement, l'influence de 'immersion d'huitres  la densité d'élevage de 20 ind.m™ imposée

par la norme Afnor, a pu étre testée.
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Deux expériences ont alors été réalisées en périodes automnale et printaniere, connues pour
étre favorables au multiplications intenses d'Haslea ostrearia.

Lors de la premiére expérimentation, il a ét€ montré de facon significative, que les huitres
induisaient une diminution sensible de la contribution relative du compartiment planctonique
a la production totale des microcosmes. En effet, le compartiment benthique, non disponible
en tant que source d'alimentation pour les bivalves est représenté par plus de 95% de la
production microphytique globale dans les enceintes contenant des huitres. L'effet de "feed-
back" positif mis en évidence par Dame et al. (1985), qui permet un recyclage rapide de
l'azote particulaire (phytoplancton produit a partir de l'azote dissous) en forme ammoniacale
par les huitres, contribue a l'augmentation notable du compartiment benthique dans ces
enceintes par rapport a celles dépourvues de bivalves. En outre, les substances organiques
dissoutes (urée, acides aminés,...) contribuent a cette augmentation des concentrations en
pigments chlorophylliens d'origine benthique.

Dans les microcosmes ou le verdissement a été provoqué, il est difficile de mettre en évidence
une influence directe des huitres sur la population d'Haslea ostrearia. En novembre, les
mémes densités numériques en cellules algales étaient observées en présence ou absence
d'huitres, alors qu'en avril celles-ci étaient différentes entre microcosmes. Le caractére
tychopélagique de la diatomée, qui peut présenter a la fois une phase planctonique et
benthique complique les interprétations des résultats.

En revanche, il a été démontré dans les deux expériences, que les concentrations en
marennine excrétée dans le milieu étaient toujours plus importantes dans les microcosmes
contenant des huitres. L'hypothése de Ranson (1927), qui avangait le rdle des composés
organiques présents dans le mucus des huitres (feces et pseudoféces) comme facteurs
d'activation de synthése de marennine intracellulaire, peut €tre ici énoncée et mériterait d'étre

confirmée.
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Les expériences effectuées in situ, en microcosmes immergés au sein d'une claire ostréicole,
ont permis de tester l'influence de l'enrichissement et aussi des huitres sur le développement
de populations de la diatomée Haslea ostrearia. Ces expériences de verdissement
"provoqué”, en volume de 170 litres, apportent suffisamment d'informations, pour que le
passage a une échelle de culture supérieure, puisse étre tenté, C'est ainsi que le verdissement
de bassins de 10 m® de contenance a été essayé, mais en l'absence de toute influence du
sédiment par interposition d'une toile de type "liner" a I'interface fond - colonne d'eau.

Afin de respecter les échelles de transfert a volume supérieur, des pré-cultures de 500 L ont
été réalisées sous serre localisée sur le marais expérimental dans le but de préparer une
quantité d'algue suffisante pour les inoculer a raison de 2000 cell.mL.

Dans ce chapitre, la faisabilité de telles cultures, en grand volume, en conditions naturelles
non contrdlées, est exposée. De plus, une présentation des améliorations a apporter pour
l'optimisation des processus de production est décrite.

Cependant I'étape ultime qui envisage l'inoculation des claires ostréicoles a partir de ces

culture en grand volume, n'a pas été€ entreprise dans ce travail.
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1 INTRODUCTION

Les capacités trophiques des claires ostréicoles apparaissent le plus souvent comme
insuffisantes pour permettre un affinage optimal des huitres aux charges traditionnelles
employées par les ostréiculteurs (Hussenot et al., 1998; Le Moine et al., 1998). L'importance
économique mais aussi qualitative de cette phase finale de I'élevage des huitres en France, a
conduit a rechercher l'optimisation et la fiabilisation de cette technique, le but étant
d'augmenter l'indice de condition des huitres durant cette phase courte d'élevage.
La norme AFNOR (AFNOR, 1985) fixe deux appellations commerciales pour les huitres
creuses affinées en France : les fines de claires, qui doivent séjourner au minimum un mois
dans les bassins a une densité maximale de 20 individus au m? et présenter un indice de
condition compris entre 6.5 et 9.0 ; pour la seconde appellation "Spéciales de claires", les
huitres doivent avoir séjourné au minimum 2 mois a une densité maximale d'individus de 10
par m? et présenter un indice de qualité supérieur a 9.0.
Blachier et al. (1998) ont pu montrer que l'affinage traditionnel, fruit du savoir-faire
empirique des ostréiculteurs, ne permet pas d'augmenter de fagon significative la valeur des
indices de qualité lors du séjour en claire. Ces résultats dépendent en effet directement des
conditions climatiques (température et éclairement en particulier), des qualités
nutritionnelles des eaux, de la qualité initiale des huitres, mais aussi du respect des
conditions zootechniques, notamment les densités d'élevage.
Dans ce contexte, de nombreuses recherches ont ét€ développées afin de pallier cette
variabilité importante observée lors de l'affinage, notamment pour produire des algues
fourrages de fagon intensive (Baud et Bacher, 1990, Robert, 1990), ou encore pour produire
des microalgues en masse afin de les distribuer dans les claires en complémentation de la
nourriture naturelle représentée par le phytoplancton et le microphytobenthos (Hussenot et
al., 1998, Le Moine et al., 1998) :
¢ en Baie de Bourgneuf, la production intensive d'algues fourrages, a une échelle de 200
m3/jour de Skeletonema costatum, cultivées sur des eaux souterraines salées permet
actuellement le développement de 1'élevage intensif de Ruditapes philippinarum,

Crassostrea gigas et Ostrea edulis, mais aussi l'optimisation de l'affinage de I'huitre

creuse (Baud et al., 1998);

147



Chapitre V : Premiers essais de culture de masse de la diatomée Haslea ostrearia

¢ dans les marais charentais, les eaux souterraines salées sont largement moins
abondantes et peu exploitées, car localisées le plus souvent a des profondeurs trés
importantes, ce qui engendre une augmentation importante des cofits d'exploitation
(Brossard et Hussenot, 1997), aussi I'eau de mer naturelle s'est donc imposée comme
support de toute production phytoplanctonique intensive, apreés enrichissement du

milieu en conditions non contr6lées (Hussenot et al., 1998, Le Moine et al., 1998).

A cette exigence du marché imposant une augmentation de l'indice de qualité dans le cadre
de la norme AFNOR, peut accessoirement s'y ajouter le verdissement des huitres qui
augmente encore plus la qualité du produit (Label Rouge) et en conséquence, sa valeur
commerciale. C'est dans cette optique que cette ultime phase de préparation des mollusques
pour le marché a nécessité des études complémentaires a celles jusqu'ici entreprises. Parmi
elles, la production en masse d'Haslea ostrearia en conditions environnementales naturelles,
constituait un passage obligé a la compréhension du processus de verdissement pour une

exploitation optimale.

2 MATERIELS ET METHODES

Deux expériences ont été réalisées au cours de I'année 1998 : I'une au mois de juin et l'autre
au mois d'octobre, en période d'affinage. Les mémes protocoles ont globalement été
appliqués, mais des modifications ont été apportées au niveau de ['échantillonnage en
octobre, compte tenu de I'expérience de juin.

Une serre horticole d'une surface de 27 m? a été€ installée sur le marais expérimental a
proximité des bassins de culture existants (fig. 8). Ces derniers sont des bassins de terre
d'une surface de 100 m?, recouverts d'un liner plastique type "piscine” de couleur blanche,
garantissant une étanchéité et éliminant tout échange entre le sédiment et la colonne d'eau.
Un réseau hydraulique permet, par une pompe dont le débit est de 30 m”.h™', de les alimenter
en eau de mer décantée provenant de la réserve située sur le marais ; ils sont en outre
équipés d'une évacuation de type bonde PVC qui permet une vidange rapide lors de

I'entretien.

Dans ce chapitre, ces bassins seront dénommés 'liners' afin de les

distinguer des claires ou de tout autre type d'enceinte de production.
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2-1 Préparations au laboratoire

Des cultures successives d'Haslea ostrearia sont réalisées au laboratoire en erlenmeyer de
500 mL, puis en ballon de 2 L, puis en baril de 25 L par repiquages successifs. Ces cultures
sont entreprises avec un clone d'Haslea ostrearia isolé au laboratoire & partir d'échantilions
d'eau des claires du marais expérimental ; l'eau de mer servant aux cultures est filtrée
préalablement (filtres Millipore 0.2 um) et enrichie avec le milieu NPSi. Cette phase de
préparation dure en moyenne une vingtaine de jours ; la concentration moyenne en cellules
obtenue dans les barils de 25 L est comprise entre 50000 et 70000 cellules.mL™, ce qui
permet d'obtenir une concentration initiale des cultures en 500 litres supérieure a 2000

cellules.mL™.

2-2 Préparations sur le terrain

Trois bacs de 500 litres sont placés sous la serre horticole, garantissant une protection des
cultures contre les contaminations par d'autres espéces par les embruns mais également les
protégeant des intempéries. L'eau utilisée pour les cultures de 500 litres provient de la
réserve du marais expérimental renouvelée lors d'une marée de vives-eaux et décantée : la
décantation de cette eau entraine ainsi une diminution de la diversité spécifique en espéces
phytoplanctoniques et un appauvrissement en nutriments (Hussenot et Brossard, 1995). Un
systéme de filtration sur sable est installé permettant de préfiltrer cette eau (Fig. 61) ; aprés
traitement, celle-ci est stockée provisoirement dans un bac auxiliaire. En juin, l'opération de
filtration a été réalisée sur filtreur Millipore avec une membrane de 0.45 pm de vide de
maille ; en octobre, cette filtration a été modifiée puisqu'elle mettait en ceuvre un systéme de
filtration de type CUNO sur cartouche de 10 um et 0.5 pm. Ce systeme est en effet mieux
adapté, car plus efficace et surtout moins cofiteux ; un compteur volumétrique permet de
mesurer précisément les volumes souhaités dans les bacs placés sous serre.

Un prélévement d'eau est réalisé pour I'analyse des sels nutritifs NH4, NO,, NOs, SiO; et
PO4. Les bacs sont ensuite enrichis a l'aide du mélange NPSi, préparé suivant le protocole
décrit précédemment, soit S litres de milieu pour 500 litres d'eau de mer. Les cultures
d'Haslea ostrearia préparées au laboratoire sont ensuite inoculées a raison de 25 litres de
culture par bac. Un second prélevement est réalisé pour l'analyse des sels nutritifs ;
parallelement, un comptage des espéces présentes en début d'expérience est effectué. Le
suivi des concentrations en sels nutritifs, des teneurs en marennine excrétée ainsi que la

détermination et le comptage des espéces sont réalisés chaque jour.
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Chapitre V : Premiers essais de culture de masse de la diatomée Haslea ostrearia

Apres cette mise en culture sous serre, la préparation des bassins de 10 m’ est réalisée. L'eau
de mer est filtrée sur filtre & sable en PVC de nétre conception, copié sur le modéle des

filtres biologiques utilisés en aquariophilie (Fig. 60).

compartiment sable sable Imousse laine pour filtre
vide grossier fin synthétique  d'aquariophilie

Figure 60 : Filtre & sable fabriqué pour la filtration de I'eau de mer alimentant les liners (d'aprés V. TURPIN).
Ce filire comporte plusiears compartimenis (sable grossier, sable fin, mousse, et laine d'aguariophilie}). D'un
diameétre de 25 cm et d'une longueur de 2 m pour un poids de 150 kilos, il permet d'éliminer une part
importante de la matiére organique ef des particules en suspension présentes dans Uean de la réserve. 1l
supporte un débit moyen de S n’.h', en effet la pompe de 30 m’.k' peut étre bridée par dérivation par

ouverture de vannes (Fig. 62},

L'eau de pompage, aprés passage dans le filtre a sable, est filtrée & nouveau au moyen d'une
chaussette en toile a bluter de 10 pm afin d'éliminer au maximum les grosses espéces
phytoplanctoniques et le microzooplancton pouvant encore étre présent. Il faut compter prés
de 6 heures pour remplir les trois liners de 10 m’.

Lorsque les cultures en bacs de 500 litres ont atteint la fin de la phase exponentielle de
croissance, chaque bac est déversé dans un liner par gravitation, avant et aprés cette phase,
l'eau de chaque bassin est échantillonnée comme pour les bacs de 500 L : analyses des
concentrations en sels nutritifs, détermination et comptage des especes de diatomées.

Les bassins de 10 m” sont enrichis en milieu NPSi 2 partir d'une solution de 100 litres de
milieu préparée dans un bac avec de I'eau douce, les quantités utilisées sont décrites dans le

tableau 48.
Tableau 48 : Quantités en éléments chimiques utilisées pour la préparation

de 100 litres d'enrichissement permettant d'enrichir 10 m® d'eau de mer.

Elément chimique Masse (g) Volume (L)
Na,S5i0; 254.6

HCI 0.5
K,HPO, 17.7

NaNG, 100
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Bac d'eau de mer pré-filtrée sur
filtre a sable de type "'piscine"

Filtration sur filtre

Millipore Filtration sur filtres

CUNO
Compteur Compteur
volumétrique volumétrique
EXPERIENCE - EXPERIENCE
DE JUIN D'OCTOBRE

Bac de 500 L d'eau de mer
filtrée utilisée sous la serre

Figure 61: Dispositif expérimental utilisé lors de la filtration de I'eau de mer utilisée pour les cultures de 500 L sous serre.
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En juin, un suivi journalier de la température, de la salinité ainsi que de la concentration en
oxygene dissous dans les bacs et les bassins est réalisé en effectuant une mesure a heure fixe
(14 heures). En octobre, des capteurs de températures (Tiny tag, GEMINI) sont placés dans
chaque bac afin d'enregistrer la température selon des séquences de 30 minutes. De plus,
dans l'un des liners, une sonde multi-paramétrique YSI 803S permet de relever toutes les 30
minutes la température, la salinité, les teneurs en oxygene dissous, la saturation en oxygene,

le pH et la turbidité.

3 RESULTATS

3-1 Expérience de juin

3-1-1 Evolutions de la température, de la salinité et de la teneur en oxygene dissous,

La figure 63 présente l'évolution journaliere a 14 heures des températures moyennes de
l'eau, de l'air, de la salinité et des teneurs en oxygene dissous. Les 4 premiers jours de
mesures correspondent aux cultures sous serre. L'amplitude des températures reste peu
importante. Les températures de l'eau et de l'air dans ]a serre sont comprises entre 31.7 et
26.5 °C et 33.5 et 28.5 °C respectivement. Mise a part le premier jour, les températures dans
les liners restent comprises entre 24.7 et 27 °C, pour une température extérieure comprise
entre 18.5 et 22.4 °C. Ces températures, conformes aux normales saisonniéres, sont élevées
par rapport a la température optimale de croissance d'H. ostrearia, qui est de 15 °C. Mais
‘elles ont pour conséquence une augmentation des salinités dans les bacs et les liners par
évaporation. La salinité passe de 30.7 %o a 32.4 % au bout de 4 jours dans les bacs, et de
31.2 %0 & 33 %o dans les liners. La valeur de 30.8 %¢ observée le 15 juin est due 2 de faibles
précipitations durant la nuit précédente. Ces valeurs sont légérement plus élevées que la
valeur optimale de 28 %o observée pour la culture d'H. ostrearia.

Les teneurs en oxygene dissous relevées, dans la journée a 14 heures (phase lumineuse),
permettent de montrer une augmentation croissante des valeurs durant la phase de culture
sous serre, ce qui traduit une augmentation de biomasse dans les bacs. Le passage en liners
de 10 m’, s'accompagne dans les 2 premiers jours d'une augmentation des teneurs en
oxygene dissous, mais a partir du 15 juin, on constate une baisse des teneurs en oxygéne. On

peut supposer que la culture n'évolue plus en terme de biomasse.
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Chapitre V : Premiers essais de culture de masse de la diatomée Haslea ostrearia
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Figare 63 : Evolution journalidre {mesure 4 14 h) des températures de l'eau et de l'air, des salinités et de Ia

ieneur en oxygéne dans les bacs et les liners. Les barres représentent lintervalle de confiance & 95 %,
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3-1-2 Evolutions des concentrations en Chlorophylle a et pigments caroténoides dans

fes bacs et les liners.

Les concentrations en chlorophylle a et en pigments caroténoides suivent une évolution
sensiblement similaire (Fig. 64). Une concentration maximale en chlorophylle a de 122
ug.L" et de 73 pg.L! en pigments caroténoides, est atteinte au bout de 4 jours dans les bacs
de 500 litres. Le passage en liners de 10 m’, se traduit par une augmentation des
concentrations en pigments, jusqua des valeurs de 30 pug.L" pour la chlorophylle a et 26
pg.L! pour les pigments caroténoides. Les biomasses maximales atteintes sont observées le
15 juin. Ceci est en accord avec ce que nous observions pour les teneurs en oxygéne dissous
mesurées lors de la phase lumineuse. Le bloom escompté ne s'est donc pas produit en

volume de 10 m°.

~8— Chlorophylle a —&— Pigments caroténoides
166.00 —

)
2
=

-

=
2

160.00 -

liners de 10 m’

2
=

Concentration en pigments (pg.I
8
=

o B 8
838

S-juin  Sjuin  10-juin 1i-juin 12-juin 13-uin 1djuin 15guin 16-uin  17-juin

Figure 64 : Evolutions des teneurs moyennes en chlorophylle a et pigments caroténoides en bacs de 500 litres

sous serre et en liners de 10 m’. Les barres représentent I'intervalle de confiance 2 95 %.

3-1-3 Evolutions des concentrations en Haslea ostrearia et en marennine excrétée dans

les bacs et les liners,

Nous avons également suivi 1'évolution journaliére des densités numériques en cellules

d'Haslea ostrearia et des concentrations en marennine dissoute excrétée par l'algue dans le
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Chapitre V : Premiers essais de culture de masse de la diatomée Haslea ostrearia

milieu de culture (Fig. 65). Au bout de 4 jours de culture sous serre, une densité numérique
moyenne en cellule proche de 30000 cellules.mL™" est obtenue, pour une concentration en
marennine externe excrétée de 6 mg.L'l.

Afin d'utiliser un inoculum, dont les cellules présentaient un état physiologique optimal
(phase exponentielle de croissance), il a €t€ décidé d'inoculer aprés 4 jours de culture sous
serre, les cultures de 10 m’. La concentration initiale dans les liners est proche de 500
cellules.mL"'. Au bout de 6 jours en volume de 10 m®, aucun verdissement n'a été observé.
La densité numérique maximale d'Haslea ostrearia ne dépasse pas la valeur de 3100
cellules.mL" aprés 3 jours, soit 10 fois moins que sous serre. Quant 2 la concentration en
marennine externe, a valeur la plus forte est observée aprés 4 jours, avec une valeur de 1.8
mgL'. Le décalage dune journde, entre la densité numérique la plus forte et la
concentration maximale en marennine externe observée, s'explique par le fait que les

cellules en voie de dégénérescence liberent dans le milieu la marennine lors de la lyse

cellulaire.
-0 Densité numérique en cellules ~&- Marennine externe
60000 10.00
+ 9.00
50000 4
+ 3.00
T + .00 §
40080 - g
;'é} bacs de 500 L 1600 g
$ 30000 1 {sa0 %
2 5
o] =
6 + 400 2
20000 liners de 10 m® ®
+ 300 r:
+ 200
10000
1.60
&
0 . . [ S Q1 e p—C) 8,00

8-juin  9-juin  10-juin  Iljuin  12-juin  13-juin  I4-juin  ISjuin  16juin  17-juin

Figure 65 : Evolution de la densité numérique moyenne en Haslea ostrearia et de la concentration moyenne en
marennine externe excrétée en bacs de 500 litres sous serre et en liners de 10 m®. Les barres représentent

I'intervalle de confiance 4 95 %.
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3-1-4 Utilisation des sels nutritifs dans les bacs et les liners.

La figure 66 représente l'évolution des concentrations en nutriments dans les eaux de

cultures en bacs de 500 L et en liners de 10 m°. Les 8§ et 12 juin, deux mesures de

concentrations sont réalisées (avant et aprés enrichissement avec le milieu NPSi).
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Figure 66 : Evolution journalidre des concentrations en sels nutritifs (ammonium, nitrites, nitrates, azote

minéral total dissous, silicates dissous, et phosphore minéral dissous) dans les cultures en bacs de 500 L et en

liners de 10 m’. Les barres d'erreur correspondent 2 l'intervalle de confiance 2 95%. Les enrichissements ont

lieu le B et le 12 juin.
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Chapitre V : Premiers essais de culture de masse de la diatomée Haslea ostrearia

Pour les nitrites, la concentration augmente durant 'expérimentation, passant de valeurs
proches de 0.25 pmolL™' a des valeurs proches de 2 umol.L'. Cette augmentation
significative au cours du temps, peut étre imputable a l'activité bactérienne importante lide
aux températures élevées observées, par oxydation de la forme ammoniacale ou réduction

des nitrates.

Les teneurs en ammonium sont faibles en bacs de 500 Litres (< a 1 pmol.L”). L'eau de la
réserve utilisée pour les cultures de 10 m’, présente une concentration voisine de 5 pmol.L™",

cependant cette réserve est vite épuisée entre le 12 et le 14 juin.

Les teneurs en nitrates initialement présentes dans l'eau sont trés faibles, 2.6 pmol.L™' pour
les cultures en bacs et 64 pmolL"' pour l'eau utilisée pour les cultures en liners.
L'enrichissement en nitrates avec le milieu NPSi permet de passer de ces valeurs a des
concentrations respectives de 103 pumolL"' et 95 pumol.L'. Ces faibles valeurs initiales
correspondent aux valeurs observées en été dans les eaux de l'estuaire de la Seudre (voir
tableau 5, § II). Les nitrates sont assimilés en partie lors des cultures en bacs (53 pmoi.L")
et de fagon moins importante pour les cultures en liners (33 pmol.L™). L'azote total minéral

dissous suit exactement la méme évolution que celle des nitrates.

Les concentrations en silicates initialement présentes dans l'eau, sont de 28.6 pmol.L™! pour
I'eau utilisée pour les cultures en bacs et de 17.7 pmol.L"! pour I'eau utilisée pour les cultures
en liners. Ces valeurs sont nettement plus €levées que les concentrations observées a cette
époque de I'année (voir tableau 6, § II). La consommation des silicates est trés faible, & peine

10 umol.L"! en bacs et 13 pmol.L™" en liners.

Les teneurs en phosphates dissous initialement présentes dans l'eau, sont de 1.1 umol.L™!
pour l'eau utilisée pour les cultures en bacs et de 1.2 umol L pour 'eau utilisée pour les
cultures en liners. Ces valeurs sont deux fois plus fortes que les concentrations observées a
cette époque de I'année dans les eaux de 'estuaire de la Seudre (voir tableau 7, § II). Comme
pour les silicates, la consommation de phosphates est faible en bacs (0.4 umol.L™") et plus

importante dans les liners (4 pmol.L™).
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Le tableau 49 résume ces constatations, exprimées cette fois en terme de pourcentage de

consommation de la réserve initiale.

Tableau 49 : Consommations moyennes en pourcentage de la réserve initiale pour V'azote total,

les silicates et les phosphates. Les valeurs sont encadrées par l'intervalle de confiance.

Consommation moyenne en Bacs Liners

% de la réserve initiale
Azote total 49.0 +20.3 372253
Silicates 12.1 £32.8 25+ 9.7
Phosphates 4.8 %205 43.0+238

L'azote total est partiellement consommé, 49 % dans les bacs contre 37.2 % pour les cultures
en liners.

Les silicates ne sont que trés peu utilisés, seulement 12.1 % pour les cultures sous serres
contre 2.5 % pour les cultures de 10 m’. Quant aux phosphates, seulement 4.8 % sont
utilisés lors des cultures en bacs de 500 L contre 43 % pour les cultures en liners.

Tous ces résultats montrent, que les sels nutritifs pourtant présents en quantité non
limitantes, n'ont pas permis d'obtenir le développement des cultures de fagon satisfaisante
pour espérer un verdissement des liners. Un ou plusieurs parameétres ont donc joué un role
prépondérant, qui a empéché le développement des cultures jusqu'au stade de verdissement.

Dans la conclusion, nous essayerons d’apporter une réponse a cette constatation.

3-1-5 Relations entre les différents parametres étudiés

Une matrice de corrélation a été construite pour étudier les relations entre les différents
parameétres physico-chimiques et les parametres estimatifs de la biomasse (Tableau 50).

Dans cette matrice de corrélation, nous pouvons voir logiquement qu'il existe des relations
hautement significatives entre l'oxygeéne dissous et les parametres estimatifs de la biomasse.
De méme, les teneurs en chlorophylle a, caroténoides, la densité numérique en cellules et la
concentration en marennine externe sont toutes corrélées significativement (p<0.001). A
contrario, si les nitrates et donc l'azote total, les silicates et les phosphates présentent des
corrélations significatives entre eux, ces parametres nutritionnels ne sont pas corrélés avec
les parametres estimatifs de biomasse. Paradoxalement, seuls les nifrites présentent une

corrélation significative avec les paramétres estimatifs de la biomasse a l'exception de la
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densité numérique en cellule d'Haslea ostrearia. Les autres corrélations significatives
observées n'ont pas d'explications biologiques, puisque par exemple l'augmentation des
teneurs en oxygeéne dissous s'accompagne d'une diminution des concentrations en nitrates et
azote total (corrélation négative), alors que ces parametres ne sont pas corrélés avec les
parametres estimatifs de la biomasse. Toutes ces relations mises en évidence, sont en accord

avec les premiéres constatations faites lors de l'étude de chaque variable.

Tableau 50 ; Matrice de corrélation de Pearson entre les différents paramétres étudiés en juin dans les bacs et
les liners. Les étoiles représentent les corrélations significatives. (* 1 p<0.05 ; ** : p<0.01; *** : p<0.001).
Temp : température de 'ean, O, : teneur en oxygene dissous, Sal : salinité, Chl a : teneur en chlorophylie a,
Carot : teneur en pigments caroténoides, Haslea : densité numérique en cellule d'Haslea ostrearia, Mar ext :

Marennine externe.

Temp O, Sal Chla Carot Haslea Marext NO; NO; NH; Nga 8SiOy POy

*

Temp

O, ok ok * * ¥k ok

Sal w4k ok .

Chia 0.78 s e Hkok *

Carot 0.87 0.98 ko ok *

Haslea 0.68 0497 053 ok

Mar ext 0.65 056 093 0.95 *

NO; 095 060 0.68 062 1

NO; 0,79 -0.82 ko dok e
NH, -0.75

Niows -0.78 -0.82 0.99 *x -
5i0, 0.83 0.82 ok
PO, 0.85 0.86 D82

3-1-6 Evolution des populations de diatomées au cours de l'expérimentation

Lors de cette premiére expérience, nous avons réalisé également un suivi journalier des
différentes populations de diatomées présentes dans les cultures. La figure 67 présente
I'évolution des densités numériques moyennes en cellules observées pour les espeéces
inventoriées dans les cultures en bacs de 500 litres (du 8 au 12 juin) et pour les cultures en

volume de 10 m® (du 13 au 17 juin).
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cellules.mL”’
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Figure 67 : Evolution journaligre des densités numériques moyennes en cellules pour les espéces de diatomées

inventoriées dans les cultures en bacs de 500 L et en liners de 10 m’.

Au total, 9 especes de diatomées ont été inventoriées dans les échantillons prélevés dans les
cultures. L'espece la plus représentée dans les échantillons est Haslea ostrearia, suivie de
Nitzschia longissima. Au regard de la figure 68, qui représente I'évolution des fréquences
relatives cumulées, par espece représentant plus de 1% de l'effectif total, on s'apergoit que
dans les cultures sous serre, H. ostrearia représente entre 100 et 97 % des effectifs totaux.
Nitzschia longissima, Skeletonema costatum et un petit Chaetoceros sp apparaissent dans les
cultures en bacs a partir du troisieme et quatrieme jour avec des effectifs trés faibles. Le
passage en grand volume montre l'apparition de 5 nouvelles espéces. Cependant comme
nous 'avons vu aucun bloom ne s'est produit dans les liners, les densités numériques en
cellules ne dépassant pas des valeurs de 5000 cellules.mL™". H. ostrearia au bout de 4 jours
n'est plus l'espéce majoritaire, elle est supplantée par N. longissima, Chaetoceros sp, S.

costatum et Leptocylindrus sp.
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Figure 68 : Evolution journali¢re des fréquences relatives cumulées par espéces dans les cultures en bacs de 500 L

(du 8 au 12 juin) et en liners de 10 m® (du 13 au 17 juin).

3-1-7 Discussion

Lors de cette premiere expérience, il faut souligner que malgré la filtration effectuée, apparait
une contamination des cultures par d'autres diatomées. Cependant, aucune espéce ne s'est
développée dans les bassins de 10 m’ au point d'y provoquer un bloom. Dans cette situation le
verdissement provoqué n'a pu s'exprimer, faute d'une multiplication insuffisante des cellules
d'Haslea ostrearia. 11 était important d'en rechercher les causes, et parmi celles-ci , on peut en

distinguer deux principales lors du passage en volume de 10 m® :

Q Haslea ostrearia présente dans la nature, deux périodes d'abondance
caractéristiques de sa biologie ; on la trouve préférentiellement a la fin de I'été
jusqu'au début de l'hiver, ainsi qu'au printemps (Robert, 1983). Les conditions
climatiques estivales rencontrées en juin 1998 (températures et salinités élevées)
semblent pouvoir expliquer en partie l'absence de verdissement provoqué.
Néanmoins, dans les cultures sous serre, la multiplication intense d'Haslea

ostrearia a été observée, alors que les valeurs de ces deux parametres étaient
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également élevées. Dans les bassins de 10 m’, des especes plus opportunistes
comme Skeletonema costatum et d'autres dites "estivales”, comme Nitzschia
longissima et Nitzschia closterium, bien que présentes, n'ont pas plus proliféré au
point de provoquer un bloom phytoplanctonique, alors qu'aucun des parametres
nutritionnels étudiés ne semblait étre limitant ou avoir un effet négatif sur les
croissances cellulaires. L'hypothése la plus probable avancée serait celle de I'effet
du choc thermique subi par les algues lors du passage aux cultures en grand
volume : 28.8 °C dans les bacs de pré-culture de 500 L, 18.2 °C dans l'eau des
liners issus de la réserve, ce qui engendre pour les algues un changement

thermique brutal de 10°C limitant leur potentialité de croissance.

a Une autre difficulté s'est manifestée lors de J'échantillonnage dans chaque liner.
En effet, on sait que la remise en suspension fréquente d'Haslea ostrearia conduit
a un stress pour les algues (Rouillard, 1996), désorganisant le thalle muqueux
nécessaire a l'équilibre de la population (Rincé et al., 1999). De surcroit la
formation d’'une "créme flottante™ a l'interface eau - air, liée a I'agitation a grande
échelle du bassin, contribue sous l'effet du vent a ['accumulation des populations
sur les parois des liners. L'évaporation de l'eau faisant baisser sensiblement son
niveau conduit a un dépot de cette "créme flottante” sur les parois, celle-ci se

desséchant en entrainant une mortalité importante des cellules.
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3-2 Expérience d'octobre en période d'affinage

Une seconde expérience, similaire a celle de juin a donc été réalisée au mois d'octobre, en
période d'affinage des huitres, pendant la phase d'abondance naturelle d'Haslea ostrearia
dans les claires. Les résultats obtenus en juin ainsi que les problémes rencontrés, ont

entrainé des modifications du protocole expérimental :

o Le systéme de filtration de I'eau de mer destinée aux cultures en bacs a été changé pour
réduire les cofits tout en augmentant son efficacité.

o L'échantillonnage des liners a été réalisé tous les deux jours, afin de limiter le stress
engendré par la remise en suspension des cultures.

g Une sonde multi-paramétrique a été utilisée afin de mesurer en continu de nouveaux
paramétres physiques avec un pas d'échantillonnage beaucoup plus précis, toutes les 30

minutes.

Un quatricme liner a été préparé de fagon identique aux autres pour immersion d'huitres a
une densité de 3 au m’, densité se situant dans celles caractérisant I'appellation "Spéciales de
claires" définie par la norme AFNOR ; Cette expérience ayant pour seul but le suivi au cours

du temps de l'intensité du verdissement des huitres.

3-2-1 Evolutions des parametres physico-chimiques dans les bacs et les liners.

Dans les bacs sous serre, uniquement la température a €té suivie en continu au moyen de
Data loggers Tiny Tag (GEMINI). Les autres paramétres ont €té suivis uniquement dans les

cultures de 10 m’.

3-2-1-1 Température

Le suivi journalier des variations de température, montre un cycle régulier (Fig. 69). A partir
de 18 heures, les températures diminuent, ceci durant toute la nuit jusque vers 10 heures le
matin. Durant la journée, la température augmente régulicrement. Dans les cultures sous
serre, les températures restent comprises entre 15.2 °C et 21 °C. L'amplitude moyenne
journalicre des températures reste stable autour de 3 °C. En milieu ouvert, les températures
sont plus faibles, avec une amplitude journaliére plus importante. Les températures les plus

faibles en fin de nuit sont comprises entre 11 et 15°C alors que dans la journée elles sont
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comprises entre 16 et 19.5 °C. L'amplitude journaliere moyenne est de 4.5 °C, comprise
entre 3 et 6 °C. La température optimale de culture d'Haslea ostrearia de 15 °C est donc

comprise dans la gamme des températures observées lors de I'expérimentation.
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Figure 69 : Evolution journaliére des températures de I'eau dans les bacs sous serre et les liners.

3-2-1-2 Salinité

La salinité ne montre pas de cycle d'évolution journalier dans les cultures en grand volume
(Fig. 70). L'amplitude des salinités durant les 10 jours de suivi reste faible. Les salinités sont
comprises entre 31.8 %o et 34.8 %o. Ces valeurs sont plus €levées que celle correspondant a

l'optima de 28 %o pour la culture d'Haslea ostrearia.
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Figure 70 : Evolution journaligre de la salinité de 'eau dans les liners,
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3-2-1-3 Oxygene dissous

L'oxygene dissous présente un cycle journalier d'évolution, comme les températures (Fig.
71). Durant la phase sombre (nuit), il y a une diminution des teneurs en oxygeéne dissous,
alors que durant la phase lumineuse les teneurs en oxygeéne dissous ont tendance a
augmenter dans les bassins de 10 m®. L'activité photosynthétique des algues en culture
permet, durant la phase lumineuse, d'augmenter en moyenne de 6 mg.L’, les teneurs en
oxygene dissous les plus faibles observées en fin de phase sombre. Une tendance est
observée également. Entre le 15 et le 20 octobre, il y a augmentation réguliére de la teneur
maximale journaliére, on peut faire un paralléle avec 'évolution de la biomasse, puisque

cette période correspond avec la phase exponentielle de croissance des cultures.
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Figure 71 : Evolution journaliére des teneurs en oxygéne dissous (en mg.L” et en % de saturation) dans les

liners.
3-2-1-4 pH

Pour le pH, on note qu'il existe 1a encore un cycle journalier d'évolution (Fig. 72), cependant
I'amplitude de variation journaliére est faible , de l'ordre de 0.2 a 0.4 unité pH entre le jour et
la nuit. Par contre d'un jour a l'autre le pH augmente, comme pour l'oxygene et il est aisé de
mettre en correspondance cette évolution avec celle de la biomasse dans les cultures. En
début d'expérience le pH est de 7.7, I'optimum étant pour Haslea ostrearia de 8.2 (Bachrach

et al., 1936; Robert, 1977), et aprés 10 jours de culture la valeur maximale de 9.6 unités pH
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est observée. L'augmentation du pH est la conséquence directe de l'assimilation du CO,
dissous dans les cultures durant la phase lumineuse. Durant la phase sombre, la libération de
CO; (respiration) fait baisser légeérement le pH de I'ordre de 0.1 2 0.2 unités pH. La tendance
globale observée, montre que l'assimilation du CO, durant la photosynthése, reste plus
importante que le dégagement de ce dernier durant la phase sombre (respiration). Le plateau
atteint entre le 22 et 25 octobre correspond également 2 la phase de plateau observée pour

I'évolution de la biomasse.
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Figure 72 : Evolution journaliére du pH dans les liners.
3-2-1-4 Turbidité

Pour la turbidité, aucun cycle journalier n'est mis en évidence (Fig. 73). Les augmentations
brutales de turbidité observées, peuvent en partie tre expliquées par la remise en suspension
de la culture apres l'échantillonnage (16, 18, 20, 22 et 24 octobre), mais aussi par la
remontée en surface des thalles benthiques durant la phase lumineuse suite 2 la libération
d'oxygene (Fig. 79A ). Ce comportement s'observe aisément dans les cultures au laboratoire.
Cependant une tendance d'évolution de la turbidité dans les cultures de 10 m’ peut étre
dégagée au cours des 10 jours d'expérience. Entre le 15 et le 25 octobre la turbidité moyenne

passe de 0.8 2 3 (NTU). Cette augmentation est a mettre en relation avec 'augmentation de

la biomasse dans la culture.
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Figure 73 : Evolution journaliére de la turbidité dans les liners.

3-2-2 Evolutions des concentrations en Chlorophylle a et pigments caroténoides dans
les bacs et les liners.

La figure 74 montre l'évolution des concentrations en chlorophylle a et en pigments
caroténoides. Pour la chlorophylle a, les valeurs sont de 190 pg.L" dans les bacs de 500 L et
142 pg.L"! dans les liners. Pour les pigments caroténoides, les concentrations de 87 pg.L”' et

93 ug.L"! sont observées en fin de culture, respectivement dans les bacs et les bassins.

Le passage en bassin, par dilution des bacs de 500 litres dans 10 m’® d'eau de mer filtrée et
enrichie, montre une sous estimation de la concentration théorique de prés de 33 %. Cette
sous-estimation peut €tre imputable a I'échantillonnage du fait de la difficulté de remettre en

suspension de fagon homogéne les cultures de 10 m’.
En fin de phase exponentielle, la différence entre cultures en bac de 500 litres et Jiners de 10

m’ reste peu importante. Ainsi en volume de 10 m’, on arrive i produire aprés 10 jours prés

de 75 % de la biomasse obtenue en 8 jours sous serre en volume de 500 litres.
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Figure 74 : Evolutions des teneurs moyennes en chlorophylle a et pigments caroténoides en bacs de 500 litres

sous serre et en liners de 10 m”. Les barres représentent Vintervalle de confiance 2 95 %.

3-2-3 Evolutions des concentrations en Haslea ostrearia ¢t en marennine excrétée dans

les bacs et les liners.

Lors de cette expérience, au bout de 7 jours, on observe dans les trois bacs 500 L de pré-
cultures une concentration moyenne de 51000 cellules.mL™, pour une concentration
moyenne de 7.1 mg.L"! de marennine excrétée (Fig. 75). La concentration initiale moyenne
dans les liners aprés comptage est de 1000 cellules.mL™". En théorie, cette concentration
devrait étre proche de 2500 cellules.mL” puisque la dilution est de 1/20°. La difficulté
d'obtenir un échantillonnage représentatif sur un volume important de 10 m® introduit un
biais, comme nous l'avons d€ja signal€, qui sous-estime la concentration réelle. En ce qui
concerne la densité numérique en cellule d'Haslea ostrearia, cette sous-estimation
représente pres de 60 % de la biomasse réelle. Il est logique de penser que cette sous-
estimation diminue au fur et & mesure que la biomasse augmente dans les liners; elle serait
donc plus importante pour les concentrations faibles en début d'expérimentation. Pour les
teneurs en chlorophylle a, la valeur, deux fois moindre, de 33 % de cette sous-estimation
tend & montrer que d'autres espeéces phytoplanctoniques sont présentes au début des cultures,
ce qui traduirait une relative inefficacité du systéme de filtration de I'eau utilisée pour les

cultures de 10 m°.
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Figure 75 : Evolutions de la densité numérique moyenne en Haslea ostrearia et de la concentration moyenne
en marennine externe excrétée en bacs de 500 litres sous serre et en liners de 10 m®. Les barres représentent

I'intervalle de confiance & 95 %.

Cependant, Haslea ostrearia se développe dans le culture de 10 m’, et au bout de 8 jours
d'expérience, la biomasse maximale moyenne de 19800 cellules.mL™ est obtenue. La
concentration maximale observée en marennine externe dissoute est de 3.4 mgL’. La
concentration en marennine aprés 8 jours continue d'augmenter, par libération de la
marennine interne, par les cellules en voie de dégénérescence. La différence entre bacs de
500 litres et bassins de 10 m’, est plus importante que celle observée entre les teneurs en
pigments photosynthétiques. La présence d'autres especes est donc certaine, ce qui contribue
a augmenter les teneurs en pigments photosynthétiques, mais également aussi la compétition

interspécifique vis a vis d'Haslea ostrearia.

3-2-4 Evolution des populations de diatomées

Le suivi de I'évolution des différentes populations de diatomées (Fig. 76), aussi bien dans les
cultures sous serre que les culture en milieu ouvert, montre en effet que d'autres especes sont
présentes dans les cultures. Ainsi en bacs de 500 litres, seules trois espeéces ont été

inventoriées, il s'agit d'Haslea ostrearia, de Nitzschia closterium et d'Entomoneis alata. Les
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deux premiéres espéces se développent de fagon semblable, mais cependant comme le montre
la figure 77, Haslea reste dominante dans ces cultures puisqu'elle représente a elle seule plus

de 85 % des effectifs totaux du peuplement.
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Figure 76 : Evolution journali¢re des densités numériques moyennes en cellules pour les especes de diatomées

inventoriées dans les cultures en bacs de 500 L et en liners de 10 m’.
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Figure 77 : Evolution journaliére des fréquences relatives cumulées par espéces dans les cultures en bacs de 500 L

(du 7 au 14 octobre) et en liners de 10 m® (du 14 au 24 juin).
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Le passage en volume de 10 m®, montre au niveau de I'échantillonnage une augmentation de
la diversité spécifique avec l'apparition de 13 nouvelles especes. Comme nous le supposions,
nous constatons donc une certaine inefficacité du systéme de filtration mis en ceuvre lors de la
préparation des bassins de 10 m’. Par contre 'augmentation de la diversité spécifique, qui
s'accompagne du développement de ces espéces, entraine une diminution de la dominance
d'Haslea ostrearia, bien que cette derniére représente a elle seule encore prés de 66 % des

effectifs totaux du peuplement, apres 10 jours de culture.

3-2-5 Observation du verdissement dans les cultures sur eau de mer enrichie.

La figure 78 présente une des cultures réalisée en bac de 500 litres sous serre en fin de phase
exponentielle. Le verdissement est constaté. Chaque bac est ensuite déversé dans les bassins
de 10 m’. Comme on peut le voir, les algues sont réparties sur les bords du bac et tapissent le

fond en formant un thalle mucilagineux.

Figure 78 : Evolution de la culture sous serre jusqu'au stade de verdissement.

Les photographies A, B et C de la figure 79 montrent I'état des cultures au bout de 4, 8 et 10
jours dans les bassins de 10 m’. Sur la photographie A, on peut observer la formation de
"creme flottante” appelée par les ostréiculteurs "bavis". On voit donc que ces cultures
présentent les mémes caractéristiques d'évolution que celles observées lors d'un verdissement

en claire.
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Figure 79 : Evolution de la culture en bassin de 10 m’ jusqu'au stade de verdissement. A : Remontée en surface
de créme flottante aprés 4 jours de culture (Thalles microphytiques). B : Vue d'ensemble des bassins de 10 m’
aprés 8 jours de culture. C : détails montrant la coloration observée dans les bassins, due 4 la marennine

excrétée apres 10 jours de culture.
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3-2-6 Utilisation des sels nutritifs dans les bacs et les liners.

La figure 80 présente I'évolution des teneurs en nutriments dans les cultures sous serre et
celles en milieu ouvert. Les enrichissements avec le milieu NPSi ont eu lieu le 7 et le 14
octobre.

Les nitrites augmentent pendant la culture sous serre, passant de 1.4 pmol.L'l en moyenne a
une valeur de 4.4 pumol.L"'. Cette augmentation significative au cours du temps, peut &tre
imputable a une activité bactérienne importante dans les cultures. L'eau de mer utilisée pour
les cultures en bassins présente une concentration moyenne de 0.3 umolL’'. Cette
concentration augmente légérement jusqu'au 6™ jour de culture (0.9 pmol.L"), pour
atteindre en fin d'expérimentation la concentration de 0.25 pmol.L™. La concentration
initiale relevée de 1.4 pmol.L” pour I'eau de la réserve est conforme avec les concentrations
moyennes observées dans l'estuaire de la Seudre en période automnale. L'eau utilisée pour
les cultures en bassins de 10 m® est la méme que celle utilisée pour les cultures de 500 L,
mais elle a décanté et s'est appauvrie en nutriments.

Les teneurs en ammonium, de 10.1 pmol.L’1 observées pour l'eau de la réserve en début
d'expérience, sont deux et demi fois plus élevées que les normales saisonniéres observées
dans l'estuaire de la Seudre. Aprés seulement 5 jours de culture sou serre, cette réserve
ammoniacale est presque épuisée. L'eau de la réserve utilisée pour les bassins de 10 m?, est
également épuisée en azote ammoniacal dissous (0.5 pmoLL"). Cette concentration continue
a diminuer jusqu'a une valeur de 0.3 ;Jmol.L'1 en fin de culture.

Les teneurs en nitrates, initiaiement présentes dans l'eau, sont importantes : 39.2 pmol.}'.;1
pour les cultures en bacs et sont [égérement plus importantes que les concentrations
moyennes généralement observées en période automnale. L'enrichissement en nitrates avec
le milieu NPSi permet d'augmenter sensiblement leur concentration moyenne (159 pmol.L"!
pour les cultures sous serre et 114.5 pmol.L"! pour I'eau utilisée pour les cultures en liners.
On remarque, comme pour les nitrites et 'ammonium, que le séjour de l'eau dans la réserve
(phase de décantation) s'est accompagné d'une forte diminution de la concentration en
nitrates. L'azote total minéral dissous, représenté majoritairement par les nitrates, suit
exactement la méme évolution que ces derniers.

L'utilisation des nitrates est importante, dans les bacs pres de 82 pmol.L! sont consommés

en 7 jours. En bassins de 10 m®, ce sont prés de 112 pmol.L™" qui sont utilisés en 10 jours.
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Figure 80 : Evolution journaliere des concentrations en sels nutritifs (ammonium, nitrites, nitrates, azote minéral

total dissous, silicates dissous, et phosphore minéral dissous) dans les cultures en bacs de 500 L et en liners de 10

m’. Les barres d'erreur correspondent & l'intervalle de confiance 2 95%. Les enrichissements ont lieu les 7 et 14

Octobre.

Les concentrations en silicates, initialement présentes dans I'eau, sont de 17.9 umol.L™ pour

I'eau utilisée pour les cultures en bacs et de 8.1 umol.L"! pour les cultures en liners, 12 encore

on peut noter l'effet de la décantation sur la concentration initiale. Cette derniére est

conforme aux concentrations moyennes observées en automne dans I'estuaire de la Seudre.

L'enrichissement en NPSi permet d'obtenir des concentrations initiales en silicates de 100.6

et 105.6 umol.L"'. En théorie, le milieu apporte 120 umol.L”', on peut supposer que la

dissolution du métasilicate n'a pas €té totale dans l'eau de mer. En terme d'assimilation, on
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note que la consommation des silicates est importante, pres de 66 pmol.L'1 en bacs contre 97
pmol.L! en liners.

Les teneurs en phosphates dissous initialement présents dans l'eau de la réserve, sont de 1.5
umol.L™! dans les cultures en bacs et de 0.8 umol.L”’ dans les liners. Ces valeurs sont
légerement plus élevées que celles observées a cette époque de 'année dans les eaux de
I'estuaire de la Seudre. Au niveau assimilation, la consommation des phosphates plus faible
en bacs (3 pmol.L™) que dans les liners (5.2 pmcl.L’}) alors que la réserve initiale est plus
importante dans les bacs que dans les bassins de 10 m”.

Si Ton regarde lutilisation des nutriments exprimée en terme de pourcentage de
consommation de la réserve initiale (Tableau 51). On peut remarquer que celle-ci est plus
forte dans les cultures en milieu ouvert. En bacs de 500 L, ce sont les silicates qui sont les
plus utilisés (66 %), suivis de l'azote total (51.6 %) et des phosphates (seulement 29.9 %).
En bassins de 10 m’, les réserves initiales sont presque toutes épuisées (plus de 90% de
consommation pour chacune des sources nutritives). En effet, dans les culture sous serre la
réserve en nutrilites ne se trouve pas épuisée du fait de l'utilisation précoce de l'inoculum en
phase exponentielle de croissance, afin de garantir les qualités physiologiques optimales de

ce dernier.
Tableau 51 : Consommations moyennes en pourcentage de la réserve initiale pour l'azote total,

fes silicates et les phosphates. Les valeurs sont encadrées par l'intervalle de confiance.

Consommation moyenne en Bacs Liners

% de la réserve initiale
Azote total 51.6+21.7 978+ 3.4
Silicates 662+172 914+ 104
Phosphates 299+ 7.7 90.0x 2.9

3-2-7 Evolution de la coloration d'huitres immergées dans un bassin test de 10 m®

Un 4°™ bassin de 10 m®, a été préparé de fagon identique aux trois liners étudiés au cours de
cette expérience. Dans ce bassin, des huitres ont été¢ immergées en début d'expérience a la
densité de 3 individus par m?. Cette densité est comprise dans la gamme de densité autorisée
par la norme AFNOR (AFNOR, 1985), elle appartient a I'appellation "Spéciales de claire”.
Tous les deux jours, nous avons réalisé un prélevement d'huitre, afin de suivre I'évolution de
la coloration des mollusques en fonction de I'évolution du verdissement dans ce bassin. La

figure 81 traduit cette évolution grace aux clichés réalisés.
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On remarque que les branchies des huitres immergées dans le liner, commencent a se colorer
au bout de 4 jours. La coloration la plus intense s'obtient aprés 8 jours d'immersion. Le
graphique correspond a l'évolution de la densité numérique en cellules moyenne d'Haslea
ostrearia et de la concentration moyenne en marennine excrétée observée dans les trois
bassins de 10 m’. T est présenté a titre d'exemple, car il ne traduit pas l'évolution de ces

parameétres dans le bassin ot les huitres ont été immergées.

3-2-8 Discussion et perspectives

Le verdissement contrdlé en bassin de 10 m®

Cette expérience réalisée en période automnale durant la période d'affinage traditionnel et
d'abondance d'Haslea ostrearia dans le milieu naturel, a permis P'obtention d'un verdissement
que l'on peut qualifier d'intensif.

Contrairement & la premiere expérimentation réalisée en période estivale, cette derniére a
révélé l'importance des conditions climatiques et des qualités physiques de l'eau, dans le
développement des cultures en grand volume d'Haslea ostrearia ; en effet aucun choc
thermique n'a été constaté lors du transfert des cultures de 500 L aux bassins de 10 m®.

Les conditions de températures, de salinité et de pH correspondaient aux optimaux observés
pour la culture in vitro d'Haslea ostrearia. Robert (1977} a d'ailleurs montré, pour le facteur
température, le role des amplitudes journalieres dans l'apparition du verdissement. 1l a noté
que des amplitudes thermiques journaliéres de 5 a 6 °C étaient propices au phénomene, et
qu'au contraire l'absence d'amplitude thermique ou d'une amplitude supérieure a 10 °C
correspondait a une absence de ce dernier, dans les claires. Dans la présente étude, 'amplitude
thermique journaliére moyenne constatée de 3 a 6°C, confirme bien les observations

précédentes de Robert (1977).

Les teneurs en €léments nutritifs des eaux utilisées pour les cultures sous serre, étaient
proches de celles observées dans les eaux de l'estuaire de la Seudre a cette période de 1'année.
Malgré I'appauvrissement en nutriments des eaux de la réserve durant la phase de décantation,
l'utilisation de celle-ci pour les cultures en liners n'a pas révél€ de caractére limitant, le milieu
enrichissant NPSi ayant rempli totalement son réle. Dans les cultures en systéme ouvert, la

prise de nutriment représente plus de 90 % de la réserve initiale en nutrilites. Ceci a son
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importance, puisque la distribution envisagée de ces cultures dans les claires ostréicoles,

n‘aurait que peut d'influence au niveau des rejets ultérieurs dans 'environnement cétier.

Le suivi des populations de diatomées dans les cultures, a permis de montrer qu'Haslea
ostrearia, malgré la présence d'autres especes compétitrices, reste majoritaire en représentant
pres de 85 % du peuplement dans les cultures sous serre et prés de 66 % des effectifs totaux
du peuplement dans les liners de 10 m®. Moreau (1970) a montré que, lors du verdissement en
claire, les effectifs d’Haslea ostrearia représentent plus de 60 % des effectifs totaux ; Robert
(1983) quant a lui, a pu observer également dans des claires vertes de Vendée, qu'Haslea
représentait a elle seule jusqu'a 50 a 65 % des effectifs totaux.

Il semble donc qu'a grande échelle, lors d'un verdissement naturel ou provoqué, les effectifs
d'Haslea ostrearia représentent plus de 50 a4 60 % des effectifs totaux des peuplements de

diatomées.
Perspectives d'optimisation des différentes phases de préparation des cultures

Lors du passage en bassins de 10 m®, on note une augmentation sensible de la diversité
spécifique. L'eau de la réserve utilisée, bien que filtrée sur sable ainsi que sur toile a bluter de
10 um, n'est pas débarrassée d'espéces pouvant concurrencer Haslea ostrearia. Le systéme de
filtration ne semble pas totalement efficace. Afin de limiter la présence initiale dans 'eau de
mer d'especes compétitrices d'Haslea ostrearia comme Skeletonema costatum et Nitzschia
closterium, 1'utilisation de filtres spéciaux a forts débits s'impose ; les systemes de filtres
tambours semblent étre une solution efficace pour optimiser cette phase préparatoire aux

cultures.

Les expériences réalisées jusqu'a présent, utilisaient toujours un inoculum initial d'Haslea
ostrearia produit en conditions controlées au laboratoire en exigeant un grand volume de
culture monospécifique. Pour le professionnel, le transfert a I'échelle supérieure posait le
probléme, a la fois de la culture initiale et du transport dans des conditions non stressantes
pour l'algue. Aussi convenait-il de mettre a disposition auprés des professionnels un
conditionnement des cellules algales conciliant a la fois qualité physiologique et quantité sous
un faible volume. Dans cette intention, une étude complémentaire a été réalisée au laboratoire.
En utilisant la propriété naturelle d'immobilisation d'Haslea ostrearia (formation des thalles

mucilagineux décrits précédemment), il a été possible d'immobiliser les cellules a fortes
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concentrations de 10° jusqu'a 107 cell.mL™" dans un gel d'alginate de calcium sous forme de
billes (Lebeau ez al., 1998) :

Dans ces billes, la croissance des populations algales immobilisées a €té suivie dans deux
conditions de culture : & 4 °C sous faible éclairement 2.10"° quanta.cm™s’ et une

2

photopériode de 14/10 (L/D) ; et & 15 °C sous &clairement de 3.10'° quantacm®s” et

photopériode de 14/10 (L/D) (Fig. 85).
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Figure 82 : Croissance d'Haslea ostrearia immobilisée en billes d'alginate exprimée en densité numérique
moyenne (symbole plein) et en chlorophylile a (symbole vide). Concentration initiale d'immobilisation : (# [0),
5.10° cell.mL" de gel; (®,0), 10 cellmL" de gel. (a) : stockage 4 4 °C; (b) : Croissance 4 15 °C. (d'apres
Lebeau et al., 1998)

A 15°C (Fig. 82b), la croissance des algues se poursuit, sans temps de latence ce qui révele
l'absence de toxicité due a la matrice d'alginate mais également l'absence de stress pour les

cellules.
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A 4°C sous faible éclairement (Fig. 82a), les processus physiologiques sont réduits
(diminution du taux de division et maintien de la concentration intracellulaire en chlorophylle
a). Dans ces conditions la viabilité des cellules est maintenue durant 2 mois aprés remise en
suspension dans un milieu riche en nutriments (ES de Provasoli (1968) modifié au 1/3 par
Robert (1983)).

Conséquence de la croissance de l'algue dans les billes, le relargage des cellules en dehors de
la matrice d'alginate est un phénomene bien connu (Vilchez et al., 1997). L'étude de ce

relargage (Fig. 83) montre que la température est le facteur forcant du processus.
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Figure 83 : Relargage des cellules dans le milieu de culture exprimé par le rapport cellules relarguées/cellules
immobilisées (%) en fonction des deux concentrations initiales étudiées : M 5.10° cell.mL™' de gel ; @, 10
cell.mL de gel.; — , stockage a4 °C ; --- , croissance a 15 °C. Les concentrations en cellules relarguées
(x 10° cell.mL" de milieu) sont indiquées entre parenthéses et soulignées pour la concentration initiale de

5.10° cell.mL” (d'aprés Lebeau et al., 1998).

Cependant, il ne se produit dans le milieu qu'aprés 10 a 15 jours. A 4°C, la quantité de cellule
relarguées augmente, mais la valeur la plus forte est observée a 15°C avec la concentration
initiale de cellules immobilisées de 5.10° cell.mL™! de gel (1 8.10° cells.mL, soit un relargage
de 1200 % di a lintense multiplication des cellules dans les billes). Ce relargage naturel
pourrait étre une propriété utilisée lors de l'utilisation des billes comme systeme
d'ensemencement. Cependant il peut étre accéléré par la déstructuration du mailiage de la
matrice d'alginate qui emprisonne les cellules, par passage dans un tampon citrate 10 mM ;

toutefois ce passage engendre un stress physiologique qui peut affecter la viabilité cellulaire.
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Des tests effectués avec le milieu NPSi ont montré, que ce milieu permettait une meilleure
reprise des activités cellulaires apres la phase de stockage et le passage sur le tampon citrate
par rapport au milieu ES 1/3 plus riche, en réduisant le stress physiologique pour les algues.
La déstructuration naturelle du gel d'alginate est actuellement étudiée de fagon plus
approfondie, car elle éviterait le passage sur le tampon, simplifiant ainsi la préparation de
Iinoculum tout en limitant le stress physiologique des algues,

A titre d'exemple, il suffirait seulement de 100 mL de billes d'alginate pour inoculer, un bac
de 500 litres d'eau de mer enrichie avec le milieu NPSi, 4 la concentration initiale de 2000
cellmL’. I serait donc réaliste de fournir un inoculum d'Haslea ostrearia sous forme de
billes aux professionnels. Des travaux ultérieurs devront vérifier in situ si cette technique de
conservation et de conditionnement de ce type d'inoculum, offre les avantages déja constatés

in vitro.

4 CONCLUSIONS

En période d'abondance naturelle de lalgue dans les claires, l'objectif fixé d'obtenir la
production en masse d'Haslea ostrearia en conditions naturelles a partir d'eau de mer filtrée et

enrichie avec le milieu NPSi a été atteint.

Il a été démontré l'importance des conditions climatiques sur le succeés de l'obtention du
verdissement en milieu ouvert, notamment le rdle déja évoqué par Robert (1977) des

amplitudes thermiques.

L'enrichissement de l'eau de mer filtrée avec le milieu NPSi, a permis l'obtention de la
production en masse d'un peuplement dominé par la diatomée Haslea ostrearia a prés de 66
%. Le milien NPSi a montré tout son intérét car, aprés 10 jours plus de 90 % des nutrilites
(nitrates, silicates et phosphates) ont été utilisés. Ceci est a souligner, puisque pour
I'élaboration de ce milieu, l'utilisation raisonnée d'engrais utilisés dans ce type de production,
ne semble pas préjudiciable & I'environnement cotier en cas d'utilisation des cultures de 10 m’
dans l'induction du phénoméne dans les claires. Sur ce point d'ailleurs il est intéressant de
rappeler que les expériences en microcosmes ont montré que le verdissement était observé en
I'absence de milieu enrichissant avec une concentration initiale d'Haslea ostrearia suffisante

supérieure 3 1000 cellules.mL"’. Dans ce cas, Haslea ostrearia domine le peuplement avec
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plus de 85 % des effectifs totaux de diatomées. On peut donc penser que l'inoculation des
claires avec les cultures de 10 m® ne nécessite pas leur fertilisation avec le milieu enrichissant
NPSi, puisqu'il a été mis en évidence également que des espeéces opportunistes et
compétitrices d'Haslea ostrearia bénéficient également de l'ajout de nutriments, et qu'alors

Haslea ne représente plus que 30 a 40 % des effectifs totaux de diatomées.

La filtration de I'eau de mer utilisée pour les cultures, au moyen de filtres spéciaux de type
filtres-tambour, ainsi que la protection des bassins de production de 10 m® par une serre sur
rail par exemple constitueraient des améliorations importantes du processus de production qui

pourraient conduire a son optimisation.

Le transfert a la profession ne pourra s'effectuer qu'aprés l'optimisation de la technique de
production, et nécessitera obligatoirement la fourniture dun inoculum monospécifique.
L'immobilisation en bille d'alginate ainsi que la possible conservation a 4°C dans un milieu
riche en nutriment sous faible éclairement de cet inoculum semble étre le moyen le plus

appropri€.
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Le verdissement des huitres constitue une spécificité de I'ostréiculture frangaise. Ce

phénomene qui peut se produire dans les claires lors de 1'affinage, ultime étape de 1'élevage de
I'huitre, est recherché de fagon empirique par les ostréiculteurs. Cependant cette prolifération
intense de la diatomée Haslea ostrearia est soumise a une variabilité importante de la qualité
du milieu et surtout des conditions climatiques, c'est pourquoi le verdissement des bassins
revét un caractére aléatoire et imprévisible. L'induction et le contréle d'un phénoméne naturel

nécessite la connaissance de tous les facteurs intervenants dans le processus.
Bilan des résultats et état des connaissances nouvelles

La premiere phase de I'étude, bien que descriptive, a permis de révéler le role des nutriments
majeurs pouvant limiter la production primaire dans la partie sud du bassin de Marennes-
Oléron. Il s'avere que le phosphore peut étre considéré comme le premier facteur limitant de
la production primaire dans l'estuaire de la Seudre durant une bonne partie de I'année, de la fin
de l'automne a la fin du printemps. En période estivale, lorsque les apports terrigénes par la
Charente et la Seudre sont les plus faibles, l'azote et le silicium sont alors les éléments
limitants de la production phytoplanctonique. Au début de l'automne, lorsque les stocks
d'azote et de phosphore se reconstituent, le silicium se retrouve comme principal facteur
nutritionnel gouvernant la production primaire dans l'estuaire de la Seudre. C'est durant cette
courte période que les claires ostréicoles sont remises en eau pour l'affinage des huitres. On a
pu montrer que les caractéristiques des eaux des claires bordant 1'estuaire de la Seudre étaient
proches de celles des eaux de ce fleuve cétier. Il ressort donc que les silicates peuvent étre
limitants a une période ou la diatomée Haslea ostrearia peut connaitre ses phases de

multiplication intense qui conduisent au verdissement des bassins.

La phase d'étude in vitro a confirmé pour cette diatomée, par l'emploi de tests de fertilité
couplés a des enrichissements différentiels, les qualités nutritionnelles des eaux de claires de
l'estuaire de la Seudre. Malgré la bonne richesse nutritive de ces eaux, les tests biologiques

utilisant la seule espéce Haslea ostrearia ont permis, par le jeu de combinaisons de nutriments
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majeurs (nitrates, phosphates et silicates), de préciser le caractére limitant de chacun sur la
croissance de l'algue-test en conditions de lumiére et de température non limitantes. Il est
acquis que les silicates sont le premier facteur limitant de la croissance d'Haslea ostrearia
pour les eaux des claires du marais expérimental. Les phosphates et les nitrates se partagent le
second rang dans la limitation de la production de cette microalgue.

La comparaison des potentialit€s nutritionnelles des eaux d'une claire, contenant des huitres a
la densité d'affinage de 20 individus.m™ imposée par la norme AFNOR, avec celles dune
claire dépourvue de mollusques, a montré de fagon significative que la densité d'élevage était
insuffisante pour modifier la fertilité potentielle, bien qu'il soit établi que les substances
dissoutes et organiques excrétées par les bivalves aient un réle certain dans I'économie des

proliférations phytoplanctoniques.

Cette premiere étape de l'analyse a précis€ ainsi les besoins nutritionnels de la diatomée
Haslea ostrearia. L'estimation des rapports moyens d'assimilations en nitrates, phosphates et
silicates a permis la confection d'un mélange nutritif, basé sur ces trois éléments dans un
rapport N:Si:P de 15.2:15.5:1, qui permet I'augmentation significative de la productivité des

eaux provenant des claires.

Dans un deuxieme temps, des expérimentations en microcosmes in situ ont montré I'intérét de
ce milieu enrichissant dans ['obtention du verdissement des enceintes en fonction de
différentes conditions expérimentales. Ainsi il a été montré, aprés enrichissement des eaux
avec le milieu élaboré, qu'une population d'Haslea ostrearia a la concentration initiale de
2000 cell.mL" permet I'obtention d'un verdissement intense. Malgré la présence d'espéces
opportunistes comme Nitzschia closterium, Haslea ostrearia reste I'espéce majoritaire dans
des proportions comparables a celles de verdissements naturels observés dans les claires
(entre 40 et 60 % des effectifs totaux de diatomées). L'étude de ces verdissements provoqués
en enceintes immergées montre l'intérét et les limites de l'utilisation d'un milieu fertilisant. La
difficulté majeure reste donc de voir se développer une espeéce opportuniste et de ne pas
obtenir le verdissement. Cependant il est démontré que l'inoculum initial, sans présence
d'enrichissement, se multiplie dans des proportions moindres en terme de cellules produites,
mais avec une dominance d'Haslea ostrearia nettement plus €levée (plus de 80 % des effectifs
totaux). La fertilisation des claires ne semble donc pas une solution appropriée pour
l'obtention du verdissement, il apparait donc comme obligatoire d'inoculer ces bassins de

plusieurs centaines de m’> avec une population initiale suffisamment importante.
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La production en masse de la diatomée s'est donc imposée tout naturellement, avec cependant
des contraintes importantes li€es aux cultures en extérieur (limitation des contaminations par
d'autres especes par filtration sur cartouche, protection des pré-cultures sous une serre et
aspect saisonnier du phénomeéne). L'obligation de se servir comme milieu nutritif de base,
d'eau de mer décantée, filtrée puis enrichie avec le milieu NPSi élaboré, constitue 'originalité
de la méthode. Partant du tube a essai au laboratoire, puis par repiquages successifs jusqu'a
des volumes de 25 L, il a été démontré en période automnale, qu'il était possible d'obtenir
sous serre horticole des pré-cultures de 500 L en 6 jours. De ces pré-cultures, le transfert a un
volume de 10 m” est maitrisé en milieu extérieur. Cependant, il est démontré que sans une

filtration efficace de I'eau de mer, l'obtention de cultures monospécifiques est délicate.

Transfert et perspectives

Le transfert a la profession ne pourra s'effectuer qu'aprés l'optimisation de la technique de
production, et nécessitera obligatoirement la fourniture d'un inoculum monospécifique en
quantité suffisante. Le procédé doit continuer a étre valider a partir de cultures de cellules
libres ou immobilisées. En effet, 'immobilisation en billes d'alginates, technique développée
récemment, peut étre une solution adaptée au conditionnement de 'inoculum. La conservation
possible des algues immobilisées & 4°C dans un milieu riche en nutriments et sous faible
éclairement, semble étre le moyen le plus approprié pour le transport et la commercialisation
éventuelle d'un inoculum monospécifique, qui permettrait aux professionnels de réaliser
ensuite eux-mémes leurs propres pré-cultures sous serre en volume de 500 litres. Dans ce but,
il faudra s'attacher a étudier le relargage naturel des cellules depuis la matrice d'alginate vers
le milieu de culture, notamment en recherchant un compromis entre la constitution du gel (%
d'alginate utilisé) et la quantité critique de cellules immobilisées permettant la déstructuration

de ce dernier.

En outre, sur un plan plus "rustique”, une premiere expérience, réalisée en octobre 1998,
utilisant non pas des cultures monospécifiques mais un peuplement naturel de claire dominé
par Haslea ostrearia, a laissé entrevoir des applications potentielles mais dans des conditions
plus aléatoires : ce peuplement a été récolté, lors d'un verdissement naturel d'une claire du
marais expérimental, par remise en suspension du compartiment benthique et accumulation
importante de ce dernier sous I'action du vent en "créme flottante” dans un coin du bassin ;
ainsi concentré, il a pu étre transporté puis inoculé et mis en culture en barils de 25 litres et en

bacs de 500 L sous serre, sur une eau de mer enrichie seulement avec le milieu NPSi. Apres 8
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jours, le verdissement des enceintes de culture a été obtenu, Haslea ostrearia restant l'espéce
majoritaire dans le peuplement, malgré l'augmentation significative également des effectifs
des Nitszchiées. Cette méthode pourrait €tre développée directement par les professionnels,
par simple utilisation du mélange nutritif élaboré, pour induire le verdissement de bacs
extérieurs, puis inoculation de ces derniers dans des claires dites "blanches”, c'est a dire ne
présentant pas phénomeéne de "verdeur". Cependant le risque d'échec est plus élevé par

rapport a l'utilisation d'un inoculum monospécifique.

Sur un plan plus fondamental, les résultats obtenus posent une nouvelle fois la question des

relations entre "Huitre et Haslea ostrearia", principalement sous deux aspects :

a  laspect biodégradation du mucus enrobant féces et pseudofeces, les substances
dissoutes issues de ce processus €tant visiblement des facteurs d'activation de la biosynthese
de marennine par H. ostrearia. Ces substances devront étre recherchées et identifiées au
niveau de leur composition biochimique, car une premiere expérience menée in vitro a pu
montrer pour Haslea ostrearia et d'autres diatomées des claires, leur importance dans la

stimulation de la croissance de ces espeéces (Cognie et Barillé, 1999).

0  une autre voie de recherche semble présenter un intérét tout particulier : Haslea
ostrearia, comme la plupart des diatomées, synthétise des mucopolysacharides, qui jouent un
r6le dans la formation de biofilms. Cette immobilisation naturelle des cellules sur le fond
sédimentaire des claires ostréicoles présente un intérét certain dans l'entretien du phénomeéne
de verdissement. Elle limite la remise en suspension des algues benthiques et donc la
prédation par les huitres, mais aussi elle structure l'organisation du biofilm et donc la
répartition des différentes especes au sein de ce dernier, par des mécanismes de compétition

interspécifique qu'il conviendra d'étudier (Rincé, comm. pers.).

Les différents volets appliqués du travail, ne doivent pas faire oublier I'aspect fondamental des
recherches effectuées, qui ont contribué largement & une meilleure connaissance de
I'écophysiologie de la diatomée Haslea ostrearia, notamment en précisant ses besoins

nutritionnels in situ et son comportement dans les bassins.
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