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1. Introduction 

Les mortalités d'huîtres observées sur les côtes françaises apparaissent principalement à 
proximité du sédiment et pendant la gamétogenèse. Les interactions de facteurs environnementaux 
sur les écosystèmes conchylicoles comme la température, les apports des bassins versants et le 
compartiment sédimentaire illustrent un risque de mortalité lié à différentes sources de stress 
(Thème 1). Les variations de la qualité de la ressource trophique pendant l'effort de gamétogenèse 
favorise une baisse de l'énergie disponible (Thème 2) et contraint l'organisme fragilisé à fournir un 
effort d'adaptation (Fent 2004). L'apparition d'un stress pendant cette période sensible des huîtres 
pourrait constituer un facteur aggravant de mortalité. L'objectif de cette étude est donc d'étudier 
l'apparition d'un stress environnemental dans la période qui précède les mortalités et de relier ce 
stress à la présence de substances chimiques dans le sédiment (ammonium et sulfures) et I'eau 
(herbicides). 

Les substances chimiques agissent sous forme de toxicité directe (ex : sur les tissus) ou 
indirecte (réduction de la qualité du régime alimentaire) en fragilisant l'équilibre physiologique des 
organismes. Le caractère saisonnier des flux d'ammonium et sulfures ainsi que les apports des 
herbicides dont les périodes d'épandage (domestiques et agricoles) coïncident avec la période de 
mortalité des huîtres, représentent une source de stress potentielle en zone ostréicole. 

L'effort d'adaptation représentatif du stress a été étudié à partir de mécanismes cellulaires 
comme la chaîne respiratoire mitochondriale car elle joue un rôle capital dans la cellule en étant 
responsable de la transformation de I'oxygène en molécules d'eau. L'altération de la chaîne de 
transport des électrons dans la mitochondrie est une première cause d'augmentation du stress 
oxydant. Le stress oxydant qui est issu de la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques. Le 
stress oxydant peut être lié à la présence de polluants chimiques mais également de facteurs 
environnementaux (ex : température). Les cellules utilisent de nombreuses stratégies de défenses 
antioxydantes et consomment beaucoup d'énergie pour contrôler leur niveau d'espèces réactives de 
I'oxygène (ERO). Les composés chimiques comme les pesticides peuvent provoquer une production 
excessive de radicaux libres mais ils peuvent également provoquer des dommages à I'ADN (Bouilly 
et al 2004) et perturber le système de défense immunitaire (Gagnaire ef al., 2005). 

La question posée est donc d'abord de déterminer l'existence d'un stress et la période 
d'apparition du stress chronique (ou environnemental) puis d'évaluer des sources de stress 
potentielles apparaissent via le sédiment ou I'eau alors même que la température s'élève au delà de 
19 OC et que les huîtres se trouvent dans une phase de préponte. 

Cette synthèse présente les travaux réalisés en conditions contrôlées et sur trois sites ateliers 
(Marennes Oléron, Baie des Veys et Baie de Quiberon). Les travaux réalisés en conditions 
contrôlées ont pour objectif d'évaluer les effets d'exposition à un stress hypoxique et aux pesticides 
avec des marqueurs moléculaires et enzymatiques. L'étude de terrain réalisée sur différents sites 
ateliers a été conduite dans l'objectif de caractériser un stress chronique avant les mortalités. Ce 
stress chronique est étudié en lien avec différentes sources de perturbations dans I'eau et le 
sédiment. La diffusion de sulfure et d'ammonium à partir du sédiment a été évaluée ainsi que le 
potentielle embryotoxique du sédiment et de I'eau. Un plan expérimental visant à identifier un effort 
d'adaptation physiologique associé à un stress environnemental a été mis en place suivant le 
modèle d'élevage plat-table. II permet d'étudier plus précisément un stress lié à la distance du 
sédiment (15 et 70 cm). Dans ce contexte, l'intensité des échanges benthos-pélagos doit se refléter 
dans la composition qualitative de la nourriture disponible pour les huîtres. La technique du traçage 
isotopique naturel qui est discrminante sur l'origine de la matière organique, doit ainsi permettre de 
tracer la dynamique des apports trophiques et d'estimer les différences de régime alimentaire entre 
les huîtres placées à 15 et 70 cm du sédiment. 

Le stress environnemental a été évalué avec des biomarqueurs caractéristiques d'une activité 
métabolique d'adaptation. Des indicateurs antioxydants (Catalase, Métallothionéines, Glutamine 
synthètase, glutahtion-s-transférase, protéines de choc thermique), et des indicateurs génotoxiques 
(aneuploïdie et adduits à I'ADN). Le diagnostic d'effets précoces apporté par les biomarqueurs a été 
complété avec une évaluation des conséquences physiologiques de I'hypoxie sur la chaîne 
respiratoire et les variations des fonctions immunitaires des hémocytes. La réponse dynamique 
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déterminer au niveau subcellulaire à pour but de caractériser l'effort métabolique d'adaptation des 
huîtres dans le cas de stress environnemental. 

1) La première partie est consacrée aux travaux réalisés en conditions contrôlées afin à 
caractériser différentes formes de stress (stress respiratoire, génotoxique, expression 
différentiée de gènes) dans le cas d'exposition à un mélange de pesticides ou une hypoxie. 

2) La seconde partie est focalisée sur une approche visant à relier des sources de 
perturbations à proximité du sédiment et dans la colonne d'eau avec un stress chronique. 
Le stress est évalué avec l'application des biomarqueurs subcellulaires pertinents étudiés 
en conditions contrôlées d'hypoxie et pesticides. Un effort particulier a été focalisé sur le 
site atelier de Marennes Oléron. II est complété par des travaux ponctuels menés en Baie 
de Veys et en Baie de Quiberon. 
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2. Etude expérimentale du stress 

2.1. Effet de I'hypoxie 

2.1.1. Régulation de I'expression de gènes 

La réponse au stress hypoxique a été appréhendée au niveau du transcriptome sur des huîtres non 
différenciées génétiquement. L'objectif était d'étudier la cascade de processus moléculaires et 
physiologiques impliqués dans le métabolisme d'adaptation. Des banques soustractives ont été 
réalisées après une exposition expérimentale à une hypoxie de 30% de saturation pendant 7-10 
jours et 24 heures (David et al., 2005). Le séquençage des clones obtenus a permis d'obtenir 616 
séquences partielles d'ADNc correspondant à des gènes dont I'expression s'est trouvée 
potentiellement régulée par ce type de stress environnemental, gènes associés à 12 fonctions 
physiologiques majeures : reproduction, protéines de stress, régulation des protéines, régulation des 
acides nucléiques, chaîne respiratoire, structure, métabolisme des lipides, métabolisme énergétique, 
métabolisme des acides aminés, communication cellulaire, détoxication et développement (Fig 1). 
Parmi ces séquences, une majorité correspondait à des gènes codant pour des enzymes ou des 
protéines impliquées la communication cellulaire, la régulation des protéines ou dans le métabolisme 
énergétique. Ces résultats sont en accord avec les observations d'Hochachka et collaborateurs 
(1996) qui décrivaient une cascade de processus moléculaires et physiologiques en réponse à 
I'hypoxie chez les organismes tolérants à ce stress, avec en premier lieu une mobilisation des 
systèmes de réception et de transmission de signal induisant des séries de régulations parmi 
lesquelles la diminution des synthèses protéiques. Dans notre étude, un grand nombre de 
séquences codant pour des protéines ribosomales a aussi été obtenu. Une validation des résultats 
de ces banques a ensuite été réalisée par suivi de I'expression de certaines des séquences régulées 
selon le temps d'exposition à I'hypoxie, par RT-PCR semi-quantitative. 

Parmi les gènes impliqués dans le métabolisme énergétique, le gène de la glycogène 
phosphorylase est apparu comme activé par I'hypoxie après 24 jours d'exposition ce qu'a confirmé 
le suivi de son expression (Fig 2). Cette enzyme a été couramment observée comme étant activée 
par I'hypoxie (Mehrani et Storey, 1995 ; Theen et al., 1982). L'activation de la transcription du gène 
codant pour cette enzyme qui dégrade le glycogène pendant la glycogénolyse semble aider chez 
l'huître au maintien de la ressource en énergie pendant cette situation de stress. Le catabolisme des 
glucides et donc le métabolisme anaérobie sont en effet favorisés afin de maintenir la production 
dlATP à un niveau suffisant. Les taux de production et d'utilisation de I'ATP sont souvent ensuite 
limités afin de maintenir l'équilibre apport-demande en énergie (Hochachka et al., 1996). 

Plusieurs séquences nucléotidiques obtenues par la méthode des banques soustractives codent 
pour des enzymes impliquées directement ou indirectement dans le métabolisme oxydatif, en 
particulier des enzymes anti-oxydantes (glutathion peroxidase, gutathion-s-transferase, superoxide 
dismutase, métallothionéine), ce qui confirme une relation étroite entre hypoxie et stress oxydatif 
(Willmore et Storey, 1997 ; Richier et al., 2003). Le gène de la glutathion peroxidase non sélénium 
s'est par exemple révélé être activé dès 7 jours par une exposition expérimentale à I'hypoxie (Fig 3). 
La glutathion peroxidase est une des principales enzymes anti-oxydantes. Alors qu'il est souvent 
considéré que I'hypoxie favorise une diminution du stress oxydatif de part la diminution du substrat 
de nombreuses réactions d'oxydation qu'est l'oxygène, l'activité de certaines enzymes anti- 
oxydantes comme la glutathion peroxidase a été décrite alternativement inhibée ou activée par 
I'hypoxie. Une augmentation de la transcription du gène correspondant telle que nous l'avons 
observée peut être expliquée par une possible préparation de I'huître à un éventuel stress oxydatif 
qui surviendrait lors de la réoxygénation du milieu (Hermes-Lima et al., 1998). 

Cette étude contribue à améliorer la compréhension des réponses adaptatives de C. gigas à 
des conditions de stress hypoxique, et à la caractérisation de nouveaux marqueurs de stress 
impliqués dans différentes voies métaboliques chez cette espèce. 



Thème 3 du projet MOREST : Risque associé au stress environnemental - synthèse 2000-2005 

Genes sur-exprimes apres 7-l0jours 
d'exposition a I'hypoxie 

Genes sur-exprimes apres 24jours 
d'exposition a I'hypoxie 

-4% 5T% ':% = =Chaîne Cyiosquelette, respiratoire strudure. maiiice 

Régulation des aades nudéiques 
0 Détoication - Métabolisme des aades aminés 

Métabolisme énergétique 1 58% 
15% = Régulation des protéines 5% 

=Communication cellulaire, système immunitaire, ... - 7% 
= Protéines de stress 

Reprodudion 
= Métabolisme des lipides Genes sous-exprimes apres 24 jours 

Genes sous-exprimes apres 7-l0jours i ~ é ~ ~ l ~ ~ , , ~ ~ ~ t ,  différen,jation d'exposition a I'hypoxie . . 
d'exposition a I'hypoxie = Protéines ribosomales 

-Fondions inconnues 

-& -EsTs 
2% 

Figure 1 : Identification de gènes régulés par I'hypoxie (David et al., 2005). 
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Figure 2 : Expression différentielle du gène de la glycogène phosphorylase dans la glande digestive chez C. gigas en 
conditions d'hypoxie. L'expression est présentée en ratio calculé DOgene/DO28S après RT-PCR. La courbe en pointillés 

représente le contrôle, la ligne continue les échantillons soumis à hypoxie. * : différence significative entre contrôle et 
échantillons soumis à hypoxie (David et al., 2005). 

Temps d'exposition (jours) 

Figure 3 : Expression différentielle du gène de la glutathion peroxidase dans le manteau chez C. gigasen conditions 
d'hypoxie. L'expression est présentée en ratio calculé DOgene/DO28S après RT-PCR. 

La courbe en pointillés représente le contrôle, la ligne continue les échantillons soumis à hypoxie. 
* : différence significative entre contrôle et échantillon soumis à hypoxie (David et al., 2005). 
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2.1.2. Conséquences physiologiques et métaboliques de I'hypoxie sur la 
respiration 

L'hypothèse de travail repose sur l'existence d'un problème respiratoire des huîtres en période 
de reproduction. II est apparu important de déterminer des marqueurs associés à la respiration pour 
évaluer le risque in situ. 

Glucose 

2 ATP 
\ 

A4 ATP - 
Figure 4 : Réponse respiratoire et déficit d'énergie). 

L'hypoxie est privilégiée pour révéler les réponses métaboliques. Ceci conduit à la caractérisation ( 
Fig 4) du carrefour métabolique PhosphoEnol Pyruvate (PEP) géré par les enzymes pyruvate kinase 
(PK) et phosphoenolpryruvate carboxykinase (PEPCK). D'autres marqueurs sont recherchés au sein 
des sous-produits de la glycolyse (alanine), du cycle de Krebs (succinate), de la chaîne respiratoire 
(Système de transport d'électron) et enfin la charge énergétique (CEA). Afin d'évaluer le risque 
respiratoire et par conséquent énergétique en période de reproduction, trois expérimentations ont 
été réalisées afin de discerner les différences de réponse selon les étapes du cycle reproducteur, à 
savoir :: la mise en réserve, la gamétogenèse et la période de réorganisation des gonades. Les 
températures expérimentales correspondent aux températures du milieu de la période 
physiologique considérée: 12°C pour la mise en réserves, 19°C pour la gamétogenèse et 15°C pour 
la réorganisation, en condition trophique saturante. L'hypoxie est maintenue à 2 mg o*.L-' par un 
bullage d'azote dans l'eau de renouvellement. 

2.1.2.1. Bioénergétique 
L'ingestion et la respiration des huîtres en normoxie aux 3 périodes physiologiques considérées 

sont significativement soumis à la température. L'assimilation varie peu entre les 3 périodes. 
Cependant, le bilan énergétique devient négatif en automne alors que les huîtres en normoxie 
entrent en régression. La régression est probablement à l'origine de ce bilan négatif, puisque la 
résorption des gonades procure des métabolites 

L'hypoxie réduit considérablement l'ingestion des huîtres quelque soit leur statut reproductif ce 
qui entraîne une baisse de la consommation d'oxygène. D'autre part, Au cours de cette 
expérimentation, les résultats montrent que l'assimilation diminue significativement de 20% Le bilan 
énergétique des huîtres en normoxie baisse entre la période de mise en réserve et la gamétogenèse 
et devient négatif en automne alors que les huîtres entrent en régression. En hypoxie, le bilan 
général est significativement plus faible qu'en normoxie mais reste positif pour toutes les périodes 
testées (tableau 1). L'hypoxie préserve les huîtres de la régression des gonades en automne. 

Tableau 1: bilan bioénergétique populationnel 

Saisons 

(Statut Conditions 
physiologique) oxyques 

Ingestion 

(ceil hm' kgm1) 

Assimilation Respiration SFG 

(%) (mg oz hm' kg-') (J h-l kg-") 
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Hiver normoxie 1425,lI 990,6a 70I3 a 1 1,2I5.8 a 8,2+.1.2 a 

(réserves) hypoxie 51 0,91309,5~ 52+7 2,611.5 4,1I0.4 

Eté normoxie 

(gamétogenèse) hypoxie 

Automne normoxie 

(régression) hypoxie 

2.1.2.2 Métabolique 

2.1.2.2..1. Variations des activités Pyruvate Kinase et Phosphoénol Pyruvate Kinase 
L'activité de la PK est soumise à l'influence des facteurs testés. Le mode expérimental permet 

de révéler l'influence du facteur saisonnier traduit par les températures expérimentales (12, 19 et 
15°C) et le statut physiologique. L'hypoxie entraîne systématiquement une inhibition significative de 
I'activité de cette enzyme qui atteint 33% en hiver, 29% en été et 24% en automne (Fig 5). La voie 
aérobie de production d'énergie est donc fortement perturbée par I'hypoxie. II n'est pas apparu de 
changement significatif de l'activité de la PEPCK 

Pyruvate kinase 

hiver1 réserves été1 reproduction automel 
régression 

hypoxie . normoxie 

Figure 5 : Variations de i'activité de la PK. 

2.1.2.2..2. Alanine et succinate 
L'alanine est un acide aminé, sous-produit de la glycolyse et précurseur de la néoglucogenèse. 

L'accumulation de ce métabolite qui indique le ralentissement ou l'arrêt de la néoglucogenèse est 
aussi un signe de stress des organismes vivants (Monlise et al., 2003). Dans nos expérimentations, 
une accumulation significative d'alanine est observée (Fig 6) au cours de 2 expérimentations sur 3 : 
11 En hiver, les analyses proximales ont en effet montré qu'il n'y a pas d'accumulation hivernale des 
glucides chez les huîtres en hypoxie. 21 En période de régression, une accumulation significative 
d'alanine est aussi observée chez les huîtres en hypoxie. 31 En période de gamétogenèse, aucun 
changement significatif n'est observé en hypoxie. 
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alanine 

hiver1 réserves été/ reproduction automel 
régression 

hypoxie normoxie 

Figure 6 : Variations de l'alanine. 

Le succinate est un acide organique du cycle de Krebs dont la forte accumulation (10 à 80 fois) 
résulte du changement d'orientation du carrefour PK-PEPCK : inhibition de la PK et activation de la 
PEPCK. L'accumulation significative (1.6 fois) du succinate (Fig 7), observée seulement en hiver en 
hypoxie est relativement faible par rapport aux valeurs attendues en anaérobiose (de Zwann et al., 
1991 et Santini et al., 2001). 

succinate 

hiver1 réserves été1 reproduction automel 
régression 

Whypoxje mnorrno>ae 

Figure 7 : Variations du succinate 

2.1.2.2..3. Consommation d'oxygène et charge énergétique 

L'activité de la chaîne respiratoire traduisant l'activité du système enzymatique permettant le 
transport des électrons permet de mesurer le besoin en oxygène au niveau cellulaire. II apparaît un 
effet saisonnierltempérature significatif (Fig 8). Ce changement s'apparente à la consommation en 
oxygène de l'organisme. Cependant, en hypoxie, le comportement de la chaîne respiratoire n'est 
plus corrélé à la consommation d'oxygène puisque l'adaptation se fait par une suractivation du 
système de transport d'électrons (ETS). La fonction est stimulée significativement par le déficit en 
oxygène pendant les périodes de gamétogenèse et de régression mais pas pendant le 
néoglucogenèse. Ceci peut paraître étrange mais d'un point de vue enzymatique est envisageable 
pour l'optimisation de la fonction dont le résultat immédiat est le maintien de la formation d'ATP. 
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electron transport systern 

hier1 réserves été/ reproduction automiel 
régression 

hypoxie normoxie 

Figure 8 : Variations de I'ETS 

La charge énergétique des huîtres soumises à I'hypoxie est globalement plus faible qu'en 
normoxie (Fig 9). Cependant, c'est seulement pendant la période de régression des gonades que le 
déficit énergétique est significativement mis en évidence. II faut toutefois noter que la charge 
énergétique en période hivernale est anormalement faible comparée aux données habituelles (Moal 
et al, 1991). Les valeurs de CEA n'atteignent toutefois pas les seuils critiques associées à la 
mortalité (Ivanovici, 1980). 

charge énergétique 

hiver1 réserves été/ reproduction automel 
régression 

hypoxie rn normoxie 

Figure 9 : Charge énergétique 

Conclusion : Au cours de ces 3 expérimentations prenant en considération le facteur température 
et le statut reproductif, l'adaptation à I'hypoxie se manifeste à plusieurs étapes du métabolisme 
énergétique. En premier lieu, l'organisme réduit ses besoins abaissant l'assimilé (baisse de 
l'ingestion et de l'efficacité d'absorption) et par conséquent la consommation d'oxygène. Le SFG 
reste toutefois positif en hypoxie alors qu'il devient négatif chez les huîtres en régression restées en 
normoxie. Ce bilan négatif provient d'une consommation d'oxygène élevée qui doit permettre de 
métaboliser ce qui est ingéré et assimilé et les constituants issus de la résorption des gonades. Au 
plan métabolique, les marqueurs de la glycolyse et mitochondriaux révèlent que I'organisme entier 
n'est pas engagé sur une voie anaérobie stricte. L'inhibition de I'activité de la PK est une réponse à 
I'hypoxie (Storey, 1993, Greenway and Storey, 2000).Cette inhibition provoque la réduction du flux 
métabolique de la glycolyse vers le cycle de Krebs. On constate d'autre part que I'activité de la 
PEPCK au niveau de I'organisme ne change pas. Lorsque l'on observe les niveaux de succinate 
dont l'augmentation significative révélée seulement en période hivernale n'est pas dans les 
proportions indiquées dans la littérature de 10 à 80 fois (de Zwann et al., 1991, Santini et al., 2001). 
Le modèle de fonctionnement en anaérobiose par l'activation de la PEPCK complété de 
I'accumulation de succinate ne se met pas en place. En revanche il apparaît une voie intermédiaire 
qui se traduit donc par l'inhibition de la PK accompagnée de I'accumulation d'alanine (Monlise et al., 
2003). Chez les mollusques et les crustacés, ce phénomène est significatif de chocs osmotiques et 
de l'anoxie (Deaton, 2001, Fujimori and Abe, 2002). D'autre part, I'accumulation d'alanine signifie 
aussi l'arrêt de la néoglucogenèse, puisque c'est un métabolite précurseur (Schein et al., 2004) au 
même titre que le lactate chez les vertébrés. En gamétogenèse, on observe pas d'accumulation 
d'alanine en raison probablement du fait que la néoglucogenèse ne fonctionne pas pendant cette 
phase critique. Les variations de I'activité ETS observées au cours de nos expérimentations sont de 
type saisonnier, liées à la température (Fanslow et al., 2001) et sont corrélés à la respiration en 
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mode normoxique. Mais de manière surprenante, I'hypoxie génère une augmentation significative de 
l'activité ETS en été et en automne alors que la consommation d'oxygène des huîtres en hypoxie a 
baissé de 70%. Cette augmentation reste à confirmer à l'aide d'un marqueur représentatif de la 
chaîne respiratoire telle que la cytochrome c oxydase. Le mécanisme de régulation reste à 
déterminer. Une régulation au niveau du gène est envisageable puisqu'une surrégulation de la sous- 
unité II1 de la cytochrome c oxydase a été montrée dans la glande digestive d'huîtres soumises à 
I'hypoxie (David et al., 2005). La suractivation de I'ETS est probablement un mode d'adaptation 
permettant de maintenir la production d'énergie puisque le stock d'ATP représenté par la charge 
énergétique est peu différent entre I'hypoxie et la normoxie. Ce n'est qu'en phase de régression que 
la CEA est significativement plus faible en hypoxie 

La période critique que représente la gamétogenèse induit une dépression métabolique chez 
des huîtres en hypoxie. L'ingestion, l'assimilation et la respiration sont fortement réduits. Les voies 
métaboliques de gestion de l'énergie sont aussi perturbées mais le modèle de production d'énergie 
en anaérobiose n'apparaît pas : si la PK est inhibée, la PEPCK ne change pas et le succinate ne 
s'accumule pas. En revanche l'organisme tente de compenser la faible disponibilité en oxygène par 
une suractivation de la chaîne respiratoire. Cette adaptation permet parfois de maintenir le niveau de 
la charge énergétique à un niveau non critique (Ivanovici, 1980). 

2.1.3. Stress oxydant 
L'étude d'un effet hypoxie (30%) a été conduit en condition contrôlée ( Fig 10) suivant la 

méthode décrite dans le chapitre 4 « Réponse au stress de souche R et S » du thème 5. Cinq 
biomarqueurs étudiées dans le cas de stress oxydant (Lau & Wong 2003) ont été mesurés dans la 
glande digestive ou les branchies. Les activités enzymatiques de la catalase CAT et de la glutamine 
synthétase GS ont été mesurées dans la glande digestive. L'activité glutathion-s-transférase GST a 
été déterminée dans les branchies. Les métalothionéines MT et les protéines de choc thermique 
HSP70 ont été analysées dans les branchies. Les activités enzymatiques CAT et GS augmentent 
significativement (p< 0,Ol) après un et trois jours d'exposition. Les activités GST décroissent dès le 
premier jour d'exposition. Les variations des quantités de HSP70 ne présentent pas de variations 
significatives. Les MT augmentent significativement (p< 0,001) à partir du septième jour. Un 
décalage dans la cinétique d'activation apparaît entre les différents biomarqueurs mais il confirme le 
potentiel de stress oxydant de I'hypoxie sur des huîtres. 

JO J I  J3 J7 CO C i  C3 C7 

Temps Uexpositim 
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JO J1 J3 J7 CO C l  C3 C7 

Temps d'exposition 

JO J I  J3 J7 CO C l  C3 C7 

Temps d'exposition 

Figure 10: Variations de biornarqueurs de défense antioxydant (catalase :CAT; glutathion-s-transférase :GST; Glutamine 
synthètase :GS ; Métallothionéine M T ;  Protéines de choc thermique : HSP70) dans le cas d'exposition au stress hypoxique 

30% (JO à J7) et dans le cas d'exposition aux pesticides (CO à C7) pendant 7 jours. 

2.2.Effet des pesticides 

2.2.1. Stress oxydant 
La toxicité d'un mélange de pesticides (Carbaryl, Métalochlore, fosetyl aluminium, glyphosate, 

alachlore, diuron, atrazine, terbutylazine) a été testée à une concentration environnementale 
(concentration cumulée 4,5pg.f1) dans le but d'étudier la réponse d'exposition des huîtres. Le détail 
de cette expérimentation est présenté dans le chapitre 4 « Réponse au stress de souche R et S » du 
thème 5. 

Les biomarqueurs représentatifs du système antioxydant étudiés pour l'effet hypoxie, ont été 
analysés dans les branchies et la glande digestive (Catalase CAT, glutathion-s-transférase GST, 
gluthamine synthètase GS, métalothionéine MT, protéines de choc thermique HSP70). L'objectif 
était de caractériser l'effort métabolique dans le cas d'exposition à des pesticides. Les résultats 
obtenus dans la figure 10, mettent en évidence un effet pesticide dès le troisième jour d'exposition. 
Les activités GS et CAT sont significativement (pc0,Ol) plus élevées le troisième jour. Les MT et 
GST font apparaître une réponse significative (P<0,01) mais plus tardive le septième jour 
d'exposition. Le mélange de pesticides testé présente donc un potentiel de stress oxydant pour les 
huîtres. 

2.2.2. Stress génotoxique : aneuploïdie 
Des anomalies cytogénétiques, telles que I'aneuploïdie, sont connues pour être communes 

chez les bivalves. Chez C. gigas, I'aneuploïdie est caractérisée par l'altération du nombre diploïde 
normal de 20 chromosomes en cellules hypodiploïdes avec 19, 18 ou 17 chromosomes. La non- 
disjonction des chromosomes pendant la mitose ou la méiose est l'origine principale de I'aneuploïdie 
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(Bond et Chandley, 1983). Les chromatides d'un chromosome ne se séparent pas correctement et 
ainsi, le chromosome entier migre à un seul pôle. Cette ségrégation anormale va produire deux 
cellules descendantes aneuploïdes : une des cellules va avoir un chromosome supplémentaire 
(cellule hyperploïde), l'autre cellule va avoir un chromosome en moins (cellule hypoploïde). Afin de 
déterminer un éventuel effet toxique direct de I'atrazine ou du diuron sur des huîtres, des populations 
ont été étudiées en conditions contrôlées. Différentes doses d'atrazine (10 pgll et 100 pgll) ou de 
diuron (300 ngll et 3 pgll) ont été appliquées sur des huîtres adultes pendant leur période de 
maturation (Fig 11). La descendance des populations adultes a aussi été étudiée (Figure 11). Nos 
résultats ont montré qu'il existait une corrélation positive entre la présence de polluants tels que 
I'atrazine ou le diuron et le taux d'aneuploïdie de C. gigas (Bouilly et al., 2003 ; Bouilly et al., 
soumis). Ces résultats ont donc permis pour la première fois de mettre en évidence une cause 
environnementale pour I'aneuploïdie chez l'huître C. gigas. De plus, le taux d'aneuploïdie des 
descendants a augmenté en fonction du traitement d'atrazine ou de diuron reçu par les parents 
(Bouilly et al., 2004 ; Bouilly et al., soumis). L'impact de I'atrazine ou du diuron appliqué à des 
huîtres adultes sur leur taux d'aneuploïdie a donc persisté à la génération suivante. La persistance 
de l'impact de I'atrazine dans le temps a également été mise en évidence en replaçant des huîtres 
exposées à I'atrazine dans des conditions normales pendant une période additionnelle (Bouilly et al., 
2004). Les pesticides peuvent donc causer des dommages importants sur le génome des huîtres à 
court et moyen terme. 

La génotoxicité d'un mélange de pesticides à également été testée en conditions contrôlée à 
une concentration cumulée de 24,s pg.1-'. La production d'adduits à l'ADN après 7 jours d'exposition 
confirme la potentiel génotoxique d'un mélange de pesticides (Carbaryl, Métalochlore, fosetyl 
aluminium, glyphosate, alachlore, diuron, atrazine, terbutylazine). Le détail de cette expérimentation 
et les résultats sont présentés dans le chapitre 4 « Réponse au stress de souche R et S » du thème 
5. 

H Traitement 2 - 

20 1 1 il Traitement 31 

Parents Descendants Parents Descendants 
Atrazine Diuron 

Figure 11 : Taux d'aneuploïdie moyen d'huîtres Crassostrea gigas exposées à différents traitements d'atrazine 
ou de diumn et de leurs descendants. Traitement 1 : contrôle, traitement 2 : 10 pg/i d'atrazine 

ou 300 ngA de diumn et traitement 3 : 100 pgA d'atrazine ou 3pgA de diumn. 

3. Sources de perturbations et stress environnemental 
suivant le modèle plat-table 

La question centrale est de déterminer 1) si un stress se produit avant les mortalités et 2) 
d'évaluer les sources de stress telles que la proximité du sédiment et les flux saisonniers de 
pesticides. 

De multiples stress peuvent provenir du sédiment etlou de l'eau. Le bassin de Marennes 
Oléron présente comme première particularité une forte turbidité qui possède à la fois une origine 
provenant des eaux estuariennes liées aux crues hivernales et printanières de Charente et Gironde 
mais également aux remises en suspension des sédiments superficiels des estrans vaseux de la 
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baie (Zurburg et al., 1994). La seconde particularité du bassin est fondée sur des apports importants 
d'herbicides démontrés via la Charente et des pics de contamination pendant la période de 
gamétogenèse des huîtres en mai-juin (Munaron et al., 2003, Munschy et a1.,2004). Le stress 
environnemental a été étudié suivant le modèle d'élevage plat-table dans le but d'identifier un stress 
à proximité du sédiment ou dans l'eau. Les flux de substances réduites (ammonium et sulfures) ont 
été analysés dans les eaux interstitielles. Le stress a été caractérisé avec des biomarqueurs 
subcellulaires, spécifiques d'une activité métabolique d'adaptation. Des indicateurs du système 
antioxydant (Catalase, Métallothionéines, Glutamine synthètase, glutahtion-s-transférase, protéines 
de choc thermique), et des indicateurs génotoxiques (aneuploïdie) ont été mesurés. La réponse 
dynamique déterminée au niveau subcellulaire à pour but de caractériser l'effort métabolique 
d'adaptation des huîtres dans le cas de stress. Ce stress peut avoir des origines directes ou 
indirectes qui ont été étudiées suivant le schéma présenté dans la figure 12. 

U L L G L  

Indirect 

Facteurs environnementaux 
Stress génotoxique 

7---- - - r 

Figure 12 : Schéma d'étude des effets directes et indirectes des herbicides sur l'effort d'adaptation des huîtres 

3.1. Sources potentielles toxiques issues du sédiment 

3.1.1. Flux et concentrations de substances réduites 

L'étude ci-après visait à répondre à la question « Est-ce que la proximité du sédiment est létale 
pour les huîtres à cause de substances réduites toxiques issues du sédiment. >> 

Cette étude a tout d'abord testé sur le potentiel de production et d'émission du sédiment de 
deux substances toxiques, le sulfure d'hydrogène et l'azote ammoniacal dont 8-16% est sous la 
forme ammoniac (NH3) suivant le pH du milieu. A cette fin, 4 sites conchylicoles ont été 
échantillonnés pendant les périodes de mortalité. Les eaux interstitielles ont été extraites puis 
dosées pour déterminer la distribution verticale de la concentration en sulfure et en ammonium. 
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Pour pouvoir comparer les résultats de cette étude inter site, les différentes équipes participantes 
partageaient les mêmes techniques de prélèvement sur le terrain et celles d'analyse chimique au 
laboratoire. En particulier, l'échantillonnage des eaux interstitielles utilisait une méthode de 
prélèvement adaptée à la réactivité des substances à analyser car elle évitait tout contact avec 
l'atmosphère. Aussi, l'analyse suivait des protocoles robustes et bien établis (Merck), et donc les 
données, même si acquises par différents laboratoires, sont directement comparables. Les données 
obtenues (ci-contre) confirmant que les processus de diagenèse précoce sont les mêmes sur 
l'ensemble des zones de prélèvement (Fig 13). Par contre, ils s'y produisent avec des intensités 
variables car on note des concentrations très différentes d'un site à l'autre, liées aux différences 
quantitatives et qualitatives des apports de matière organique. 

Marennes-Oléron 
O 
2.2. Sulfure (PM) -,, Ammonium (PM) m - -a - 

5,O - - .Li- 
%: -20 - 

2,3 . 
1 1200 - IË 

6 l,o -18 . 

$6- 
C 

2' 8: 
ü 
.O, l(3i 
V) 

Baie des Veys, (sous les tables) 

Figure1 3. Concentrations en produits de dégradation de la matière organique sulfure (à gauche) et ammonium (à 
droite). Les sites sont ceux du bassin de Marennes-Oléron (en haut) et de baie des Veys (en bas). Les 

lignes blanches sont les enregistrements de température à pleine mer +/-1 h. Le seuil de 19°C est 
atteint pour la première fois le vers le 10 juin à Marennes Oléron et début août en Baie des Veys. Des 

résultats similaires obtenus en Morbihan (Fort Espagnol et Baie de Quiberon) ne sont pas montrés pour 
des raisons de place. 

Sur la base de ces résultats, il est donc possible d'affirmer que les substances toxiques sulfure 
et ammoniac sont produites dans le sédiment, et leur apparition est synchrone avec les périodes de 
mortalité, et ce aux 4 sites étudiés. 

Ces substances intra sédimentaires sont toxiques pour certains foraminifères benthiques dont 
la distribution est un indicateur de la réduction du sédiment. A Marennes-Oléron et d'avril à juin (Fig 
14), il y a une diminution significative de 65 % de la densité d'individus vivants (colorés au Rose 
Bengale ; effet date significatif, p < 0.001). Toutefois, nous pouvons noter que l'augmentation de la 
densité d'individus morts est plus importante dans les deux couches superficielles que la disparition 
des individus vivants. Parmi les trente espèces vivantes déterminées, Ammonia fepida est l'espèce 
la plus abondante. Elle représente 80% du peuplement vivant le 22 juin dans la couche 0-0,5 cm. 
Les effectifs d'Ammonia fepida diminuent significativement (effet date, p < 0.001) pendant la 
dégradation temporaire du milieu, mais cette espèce s'avère résistante et capable de régénérer ses 
effectifs dès que les conditions redeviennent favorables. 
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Figure 14. Abondance d'individus vivants (stained, ligne continue) et morts (pointillés) dans 50cm3 de sédiment de 
0-0,5cm de profondeur (symboles pleins) et de 0,5-1,Ocm (symboles évidés) 

Pour quantifier les flux diffusifs de ces substances en fonction du temps, il est nécessaire de 
modéliser les profils verticaux de concentration. En effet, le gradient de concentration à l'interface 
eau sédiment induit un flux diffusif qui lui est proportionnel. Les données modélisées aux quatre sites 
sont synthétisées dans la figure 15 qui montre que les flux calculés sont faibles (à par le cas de la 
baie des Veys) et incapables d'induire des concentrations suffisantes pour gtre des facteurs de 
létalité des huîtres. Cependant, il est important de garder à l'esprit que les chiffres obtenus par 
modélisation sont des minima car ils ne tiennent pas compte de la biorrigation (= advection) qui 
s'ajoute à la diffusion pour accélérer les transferts entre ces 2 compartiments. La biorrigation n'étant 
pas évaluée pour les environnements étudiés, la prise en compte de ce paramètre devra être faite 
avec des valeurs tirées de la littérature. Par conséquent, il est difficile d'affirmer ou d'infirmer sans 
ambiguïté l'hypothèse de sortie de substances réduites du sédiment sur la seule base des seules 
données sédimentaires disponibles. 

Figure 15. Flux diffusifs calculés aux différents sites d'étude en fonction de la date. BMO : bassin de Marennes- 
Olémn ; FE : Fort Espagnol ; QB2 et 4 6 4  : Baie de Quiberon points 2 et 4 ; BDV : Baie des Veys 

(hors poches et sous poches). 

Afin de pouvoir mettre les substances toxiques en évidence dans le milieu de croissance des 
huîtres, une étude de la colonne d'eau a ensuite été entreprise. Celle-ci a été effectuée au site 
modèle de Fort Espagnol et de la baie de Quiberon. Le seul matériel d'analyse chimique très 
sensible (analyse du sulfure à la nanomole par litre) étant disponible dans le laboratoire 
d 'IfremerINantes, I'étude a été circonscrite aux sites Morbihannais. En effet, l'analyse de traces de 
sulfure requiert l'analyse immédiate car elles réagissent avec la matière particulaire en suspension 
et avec l'oxygène dissous dans le reste de l'échantillon. 

En cohérence avec I'étude sédiment, les résultats colonne d'eau montrent la présence d'un 
gradient positif (sortie du sédiment) pour l'ammonium et le sulfure (Fig 16). 11 est important de noter 
que c'est la première mise en évidence de gradient de ces substances dans la colonne d'eau 
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d'environnements oxiques. Pour I'ammonium, le gradient a une amplitude plus faible car les teneurs 
normales de la colonne d'eau sont relativement élevées (3 FM). Ce gradient est encore moins 
prononcé en baie de Quiberon du fait de la plus grande turbulence de la colonne d'eau qui lisse les 
gradients. Pour le sulfure, le gradient de concentration est plus important (moins haut dans la 
colonne d'eau), à cause de la réactivité plus grande qui élimine ce composé plus rapidement, alors 
qu'il s'éloigne de sa source, le sédiment. Ce gradient est observable en baie de Quiberon en 2004, 
mais les concentrations de sulfures deviennent non détectables (<l pmolIL) en 2005. 

Figure1 6: Distribution du sulfure et de I'ammonium dans la colonne d'eau à Fort Espagnol en juin 2005. Les 
concentrations sont variables en fonction du temps mais montrent un gradient suggérant la sortie 

de ces substances du sédiment. 

Pour conclure, les données de concentration de sulfure et d'ammonium du sédiment recueillies 
dans le cadre de cette étude, leur modélisation montrent que le sédiment consolidé possède le 
potentiel d'émission de substances réduites. Les résultats complémentaires acquis dans la colonne 
d'eau montrent sans ambiguïté que des substances réduites toxiques s'échappent réellement du 
sédiment, ce qui est cohérent avec la première observation. Toutefois, le sulfure et I'ammonium 
n'ont pas été retrouvées dans la colonne d'eau à des concentrations suffisantes pour être toxiques 
pour les huîtres ; les prélèvements n'étaient pas synchrones avec les mortalités. Les données 
recueillies permettent donc de conserver ouverte la possibilité d'apports massifs de matière 
organique liées, par exemple à la chute d'un bloom phytoplanctonique induisant une émission de 
substances réduites de l'interface eau-sédiment pendant les quelques semaines de leur 
reminéralisation (par ex., L. S. Hansen and T. H. Blackburn, 1992). Cette hypothèse est cohérente 
avec les observations d'indicateurs tels que la survie de foraminifères ou l'activité du métabolisme 
redox (ETS) des huîtres observé dans la colonne d'eau (cf.3.3.1.1.) 

3.1.2. Embryotoxicité du sédiment et de i'eau 

L'objectif était d'évaluer l'existence et l'évolution temporelle, d'une toxicité des eaux et sédiments au 
niveau des parcs ostréicoles de quatre sites d'étude : Marennes Oléron, Rivière d'Auray (Fort 
Espagnol), la baie de Quiberon et la baie des Veys. Cette évaluation de la toxicité potentielle des 
milieux a été réalisée à l'aide du test d'embryotoxicité de l'huître creuse (Quiniou et al, 2005) adapté 
pour les sédiments ( Quiniou et al., 1997 ; Alzieu et al, 2005) 

A Marennes Oléron, 2004 présente une moindre toxicité de I'eau et du sédiment qu'en 2003 mais 
l'apparition d'une toxicité de I'eau combinée à une toxicité du sédiment est observable en juin 2003 
et 2004 (Fig 17). Le 26 mai 2003, une toxicité des sédiments de Marennes Oléron (Perquis) apparaît 
avant les mortalités du 10 juin, avec 60 % d'anomalies embryo-larvaire. Le 23 juin, la toxicité du 
sédiment apparaît inférieure (37 % d'anomalies larvaires) à celle du 26 mai. Cependant, ce même 
23 juin est détectée une toxicité de I'eau (15% d'anomalies larvaires). La combinaison d'une toxicité 
issue de I'eau et du sédiment présente un risque supplémentaire et pourrait constituer un facteur 
déclenchant de stress aigu. La toxicité potentielle de I'eau progresse entre mai et septembre pour 
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terminé 

atteindre un maximum en septembre en 2003 avec 40 % d'anomalies embryo-larvaires. Cependant, 
aucune mortalité n'est observée en septembre , période à laquelle l'effort de reproduction est 

. - - 1 o... I - - 

Figure 17 : Evolution du potentiel toxique de I'eau et du sédiment exprimée en pourcentage 
net de larves anormales (PNA t lC 95%), sur le site de Marennes (Perquis) en 2003 et 2004 

(Test avec 5 g de sédiment sec/litre) (d'après Quiniou et al. 2004). 

En baie du Quiberon, les sédiments des parcs en eau profonde ne présentent aucune toxicité 
potentielle, alors que I'eau à proximité du fond présente un effet non négligeable en automne et pour 
les deux points suivis (Beaumer Sud et Men er Roué). 

Les eaux des rivières de la Baie des Veys (Douve, Taute, Vire et Aure) n'ont pas révélé de 
toxicité significative en 2003 à l'exclusion de l'Aure fin juillet et de la Taute début septembre ; qui 
toutefois présentent une toxicité modérée. En 2004, I'eau de mer (au niveau du point Morest), ne 
présentait pas de toxicité en 2003 mais induit une forte toxicité en août et septembre 2004 . 

En rivière d'Auray, I'eau prélevée n'a montré aucun effet toxique en 2004, alors que le 
sédiment (équivalent 5 gllitre) induit 98 % d'anomalies de développement embryo-larvaire le 3 juin 
(Fig 18). Cette toxicité du sédiment est maintenue jusqu'au 16 juin et confirme un potentiel toxique 
du sédiment également observé en juin à Marennes Oléron 

Figure 18 : Toxicité potentielle des sédiments en rivière d'Auray (Fort Espagnol) exprimée 
en pourcentage net de larves anomales. (PNA t IC 95 %) (d'après Quiniou et al. 2004). 

Les test embryo-larvaire réalisé sur les quatre sites atelier révèle que la principale source de 
toxicité est issue du sédiment. Cette toxicité est principalement exprimée dans la période de mai-juin 
sur les sites de la rivière d'Auray et de Marennes Oléron. 
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3.2. Sources potentielles toxiques dans l'eau et qualité de l'environnement 
nutritionnel 

3.2.1.Concentration des herbicides dans les eaux superficielles du site de 
Marennes-Oléron 

Les principaux déterminants conditionnant le transfert des herbicides à l'échelle du bassin 
versant de la Charente ont été mis en évidence (pluviométrie, réserve utile en eau des sols et 
périodes d'épandages). Des modèles mathématiques des différents processus biologiques et 
physiques sont développés. Le code de calcul Siam 2D (IFREMER) prend par exemple en compte la 
remise en suspension des sédiments vaseux (modèle de tassement du sédiment, seuils critiques 
d'érosion et de sédimentation liée aux courants et au clapot - Le Hir et al., 2000 ; Le Hir et al., 
2003). 11 est appliqué au couplage production primaireltransport dans le bassin de Marennes-Oléron 
(Struski, 2005) à partir des travaux de Guarini et al. (1997, 1999). L'influence des activités agricoles 
sur le bassin versant reste donc réelle et la présence d'au moins un herbicide ou un produit de 
dégradation est constatée dans les eaux de la Charente (Munaron, 2004). La zone estuarienne 
constitue une zone tampon pour certains composés à certaines périodes de l'année, et une simple 
voie de communication pour d'autres herbicides qui sont simplement dilués lors de leur transfert vers 
le bassin de Marennes-Oléron. Les simulations ont permis de préciser les niveaux de concentration 
et les durées d'exposition qui découlent de la dispersion de I'atrazine dans le bassin. Elles montrent 
que ponctuellement, les eaux du bassin de Marennes-Oléron peuvent présenter des teneurs élevées 
en atrazine. Les périodes à risque sont les périodes d'épandage lorsque le niveau de saturation des 
sols est faible et hors périodes d'épandages lorsque les niveaux de saturation en eau des sols sont 
élevés (Munaron, 2004). Dans le bassin Sud de Marennes Oléron, le site atelier de Perquis (Fig 19) 
est influencé par les apports de l'estuaire de la Seudre et les multiples chenaux drainant les marais 
voisins qui constituent une zone de confinement des molécules actives d'herbicides. Une toxicité des 
eaux de marais charentais a ainsi été démontrée par D. Masson (communication personnelle, 2002). 

Pertuis de A d'&tkWM 

Figure 19: Site atelier de Marennes-Oléron et stations d'étude symbolisées en rouge. Le suivi des pesticides dans les 
eaux superficielles a été réalisé sur la station aval de l'estuaire de la Seudre à Mus de loup. La station de Riberoux est la 
limite de dynamique de marais avec une écluse et un suivi des teneurs en pesticides dans les eaux douces réalisé par le 

GRAP. Perquis situé au voisinage de Mus de loup est le site atelier d'élevage plat-table des huîtres étudiées pendant notre 
programme d'étude DYNMAOR en 2003. 

En 2003 (Fig 20) , les concentrations cumulées des matières actives d'herbicides ont été 
mesurées dans les eaux superficielles à Riberoux (estuaire amont eau douce) et Mus de Loup 
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(estuaire aval eau marine). A Riberoux, elles montraient des concentrations élevées(>0,5 pg.1-l) fin 
avril-début et fin mai. La période privilégiée pour l'épandage d'herbicides et la pluviométrie 
enregistrée les semaines du 5-9 mai (19 mm) et 26-30 mai (23 mm) expliquent probablement les 
concentrations les plus élevées début et fin mai. La présence d'herbicides dans I'estuaire aval à Mus 
de loup, est beaucoup moins régulière et plus faible. Des teneurs de l'ordre du pg.1-l ont été 
retrouvées fin avril début mai. Le pic d'herbicides observé la semaine du 9-13 juin (0,5 pg.1-l) à Mus 
de loup apparaît très élevé. II ne semble pas en relation avec des apports de l'amont de la Seudre 
qui affiche des teneurs cumulées inférieures à 0,3 pg.1-'. II pourrait refléter des apports de chenaux 
drainant les marais ou bien des masses d'eaux de la Charente et de la Gironde. 

'7 - 
& 0 7  1 = Riberoux 

O Mus de Loup 

awil 2mai 16mai 23mai 30mai 13juin 2Ojuin 27juin 

Figure 20 : Concentrations cumulées de pesticides dans les eaux superficielles à Riberoux et Mus de loup en 2003. 
Absence de résultats le 9-13 juin car bouteille à prélèvement cassée) 

Neuf molécules actives avaient été observées dans les eaux superficielles de la Seudre en 
2003et seulement quatre de ses molécules actives (isoproturon, glyphosate, mécoprop et carbaryl) 
étaient retrouvées dans I'estuaire en zone marine proche de Perquis Fig (21). L'isoproturon 
présentait la plus forte concentration en juin avec 0,4 pg.1-l. Les concentrations maximales pour les 
autres molécules actives étaient de 0,l pg.1-l pour le glyphosate en avril, 0,02 pg.1-' pour le mécoprop 
et 0,057 pg.1-' pour le carbaryl en juin. 

Le suivi des matières actives en 2004 dans l'estuaire de la Seudre met en évidence un profil 
différent entre 2003 et 2004. Plusieurs molécules actives composent le profil de contamination en 
2004 tels que le métolachlor (0,015 pg.1-l), le diuron (0,015 pg.1-'), DEA (0,014 pg.1-'), le glyphosate 
(1,2 pg.fl). Une concentration particulièrement élevée de glyphosate (1,2 pg.1-') a été détectée du 7 
au 18 juin 2004. 

Figure 21 : Profil de contamination des différentes substances actives d'herbicides 
dans les eaux superficielles en 2003 et 2004. 

Malgré des profils de matières actives différentes, le suivi réalisé en 2003 et 2004 met en 
évidence des concentrations maximales en juin (Fig 21). Le risque de toxicité des herbicides 
apparaît maximal en juin en concordance avec la période active de gamétogenèse et l'apparition des 
mortalités. En juin 2004 (Fig 22), les concentrations élevées de glyphosate identifiées à Mus de 
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Loup font apparaître des concentrations de molécules actives cumulées trois fois supérieures à celle 
de la Charente (Saint Savinien) . 

Figure 22 : Concentrations cumulées d'herbicides analysées dans l'estuaire de la Seudre à mus de loup et dans la 
Charente à Saint Savinien en 2004. 

Les apports de la Charente en herbicides n'apparaissent pas suffisants pour expliquer des 
teneurs élevées en estuaire de Seudre au mois de juin. Ce résultat corrobore les travaux de 
Munaron en 2004, montrant une évolution du panache de la Charente vers le Nord du bassin et de 
faibles flux d'herbicides dans le bassin Sud de Marennes Oléron. L'élévation de glyphosate dans le 
bassin Sud ne peut être directement associée à une pluviométrie relativement faible dans la période 
précédent le 21 juin 2003. L'élévation du glyphosate en juin pourrait-être liée directement à des 
pratiques domestiques saisonnières locales. Le volume important des masses d'eau oscillante entre 
les chenaux des marais et les eaux de I'estuaire de la Seudre pourrait également favoriser une 
contamination par les herbicides. Les échanges en phase ascendante de coefficient se révèlent 
alors très importants (Lemoine et al., 2005). 

Herbicides dans I'eau interstitielle : Dans les eaux interstitielles le glyphosate a été détecté le 
25 mai, le 9 et 22 juin 2004 à raison de 0,05 ~ig.1-l. Le métabolite du glyphosate, I'AMPA est 
également détecté le 9 et 22 juin à la concentration de 0.122 pg.fl. La concentration supérieure de 
I'AMPA traduit une accumulation temporaire dans I'eau interstitielle. La présence d'AMPA confirme 
un potentiel d'action toxique différé du glyphosate récemment dégradé en juin. 

Herbicides dans le sédiment : Dans le sédiment, seule la trifluraline est détectée à raison de 2 
à 6 ~ i ~ . k ~ - ' .  Cette matière active peu dégradable possède un log de Kow de 4,83. Elle présente 
donc une plus grande capacité d'adsorption sur le particulaire que la majorité des herbicides qui 
possèdent un log de Kow inférieur. La toxicité de la trifluraline sur le développement du 
phytoplancton est démontrée pour une concentration dans I'eau de 0,5 ~g.1-' La présence de 
trifluraline dans le sédiment durant toute la période d'avril à juin 2004 fait apparaître une 
contamination chronique du sédiment. 

3.2.2.Effet des pesticides sur des populations naturelles de phytoplancton : 
Conséquences possibles sur la production secondaire 

La qualité et la quantité de nourriture disponible pour les filtreurs influencent leur état 
physiologique. Composée d'organismes microscopiques parmi lesquels le phytoplancton prend une 
place importante, cette nourriture est étudiée par de nombreux auteurs (Moal et al., 1987 ; Dupuy et 
al., 1999; Powell et al., 2002). D'après leurs résultats certaines espèces phytoplanctoniques sont 
filtrées préférentiellement tandis que d'autres sont rejetées ou peu profitables au bon développement 
chez les larves par exemple (Cognie et al., 2001). Les études réalisées sur le phytoplancton naturel 
montrent que les microalgues sont sélectionnées principalement en fonction de leur taille (Dupuy et 
al., 2000 ; Cognie et al, 2003 ) tandis que d'autres résultats révèlent une sélection selon l'espèce et 
la préférence pour les cellules d'origine pélagique par rapport aux benthiques (Bougrier et al. 1997). 
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La qualité de l'eau côtière est également susceptible de jouer un rôle dans la composition des 
particules filtrées. La proximité des zones d'activités ostréicoles, agricoles et parfois urbaines, justifie 
de tester l'influence des pesticides retrouvés dans les rejets côtiers sur la quantité et la composition 
spécifique des assemblages phytoplanctoniques consommés par les filtreurs. Cette étude était 
réalisée sur le phytoplancton prélevé à Ronce-les-Bains (Charente maritime) et en estuaire de rivière 
d'Auray dans le but d'étudier les effets des pesticides sur la biomasse chlorophylienne et les 
différences de tolérance des microalgues fourrages 

Un mélange de pesticides (concentration cumulée 18,2 pg.1-' ; tableau 2) est ajouté aux 
prélèvements d'eau côtière contenant le phytoplancton naturel. Les milieux ainsi constitués sont 
incubés en volumes de 10 L en laboratoire en conditions contrôlées de température (1811°C) et de 
lumière (continue, 60pmol quanta/m2/s). Pour chaque site un prélèvement identique non contaminé 
est utilisé en témoin. La biomasse chlorophyllienne est mesurée jusqu'au jour 5 à l'aide d'une sonde 
calibrée (Seapoint chlorophyll fluorometer, Ixsurvey Ltd., Edinburgh Scotland). 

Tableau 2. Composition chimique du mélange de pesticides apporté à dose unique (18,2 P~.L- ' ) .  

Sites et salinités Pesticides et concentrations en pg/L 
correspondantes 

Mélange de: carbaryl 0.2 pg/L; 

Estuaire d'Auray, 34.0 

Métolachlore, foséthyl alumine, glyphosate, alachlore 
2 pg/L (chaque molécule); 

diuron 4 pg/L; 

atrazine, terbutylazine 6 pg/L (chaque molécule). 

Le mélange à dose unique (18,2 pg.l-l ) produit un effet différent sur les populations micro 
algales des deux sites. A Ronce les Bains, le mélange de pesticides entraîne un ralentissement de 
la croissance algale. En estuaire de rivière d'Auray, les contaminants produisent une inhibition totale 
de la production chlorophyllienne globale (figures 23a et 23b). 

i Témoin 

O Contaminé 

O 1 2 3 4 5 jours 

b) Bîuaire & ridère d'Auray (07104) : 

Figure 23. a) Evolution de la biomasse chlorophyllienne dans le témoin et le prélèvement de Ronce-les-Bains contaminé 
par une dose unique du mélange de contaminants (composition tableaul). Fig 23b) Evolution de la biomasse chlorophyllienne 
dans le témoin et le prélèvement en estuaire de Rivière d'Auray contaminé par une dose unique du mélange de contaminants 

(composition tableau2). 

3.2.2.1 .Effet de I'atrazine et du diuron sur la croissance chlorophylienne 
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A Ronce les Bains, les pesticides en mélange de formulations commerciales étaient apportés à 

doses variables (0.005 à 5 vgIL) . Les produits commerciaux et leurs molécules actives étaient: 
Lasso (480glL alachlore), Duelor (930glL métolachlore), Garlon (240glL triclopyr), Gésaprime 
(500glL atrazine), Herbonex (30% en poids diuron), Antiliseron Capiscol (100gIL 2,4-D), Roundup 
(360glL glyphosate) , désherbant fraisiers (157glL phenmédiphane), Aliette (80% en poids fosétyl- 
Al). 

Le mélange produit un effet toxique marqué aux concentrations supérieures à la concentration 
théorique 0,l pgIL. La CE50 en 2,4-D dans le mélange testé est 18 pgIL, tandis que la CE50 en 
atrazine dans le mélange testé est 60 pgIL. Ceci montre que la diminution de chlorophylle apparaît 
plus influencée par l'élévation de concentration en 2,4-D qu'en atrazine (Fig 24a-1, 24a-2). 

En estuaire de rivière d'Auray, quelques unes des molécules secondaires du mélange étaient 
différentes : apport supplémentaire de deltaméthrine en formulation Decis Protech (15 gIL), et 
d'isoxaben en formulation Cent 7 (125 g/L).Les résultats confirment la plus grande sensibilité du 
phytoplancton : 50% de diminution de la chlorophylle est obtenu en présence de 6,5 pgIL d'atrazine 
(CE50) (Fig 24b). 

100 Io00 
pg atrazine /L 

b) Fstuaire & ridère d'Auray (05105) : 

4 . 
Figures 24. Concentration en chla dans les mélanges au jour 
2, en fonction des concentrations en : 

a-1) atrazine, 

a-2) 2.4-0 dans un prélèvement à Ronce-les-bains 

b) atrazine en rivière d'Auray au Sème jour de l'expérience . 

3.2.2.2. Effets des pesticides sur les assemblages phytoplanctoniques 

Nos analyses spécifiques n'ont pas considéré les ciliés ni les flagellés, ni les tailles cellulaires 
chez le phytoplancton. L'objectif était la différence de tolérance des genres plus ou moins favorable 
à la croissance des flitreurs. Les analyses spécifiques montrent qu'en présence de pesticides, le 
pourcentage des genres potentiellement nuisibles (Karenia sp. ichtyotoxique, Alexandrium 
sp.producteur de toxines paralysantes, Pseudonitzschia sp.producteur de toxine amnésiante) est 
plus élevé dans les milieux incubés en présence de pesticides que dans les témoins (Fig 25a et 
25b). Les expériences de Parrish et al. (1999), Soudant et al. (1998), D'Souza and Loneragan 
(1999), Ceballos and lanora (2003), ont montré l'intérêt nutritionnel de quelques espèces 
appartenant aux genres Chaetoceros et Prorocentrum, pour les stades larvaires des filtreurs et la 
reproduction chez le copépode. Nos résultats montrent que les deux genres sont moins 
représentées dans les milieux contaminés (Figure 23a), tandis que les autres diatomées moins 
favorables au succès de la reproduction chez le copépode (Ceballos and lanora, 2003): 
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Thalassiosira sp., Navicula sp., peuvent parfois être beaucoup plus importants que dans les témoins 
(Fig 26b). 

5 jours 

b) Estuaire de Rivière d'Auray (07104) 

5 jours 

Figures 25. Variations des pourcentages en a) dinoflagellés potentiellement nuisibles (Alexandrium et Karenia) dans les 
milieux testés à Ronce-les-Bains, et b)diatomée potentiellement toxique (Pseudo-nitzschia) en estuaire de rivière d'Auray. 

témoin 
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b) Cellules moins favorables 
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Figure 26. Variations des pourcentages en microalgues a) potentiellement favorables à la reproduction et au 
développement larvaire zooplanctonique et b) moins favorable au développement larvaire zooplancfonique en présence de 

contaminants , dans les milieux testés à Ronce-les-Bains 

Conclusion 

La diminution de chlorophylle causée par la toxicité des contaminants est variable selon les sites. 
Ceci est attribuable à différents facteurs: les espèces phytoplanctoniques peuvent être naturellement 
différentes quant à leur tolérance, tandis que les milieux présentent des conditions de 
développement plus ou moins favorables. Ainsi le milieu estuarien se montre plus sensible à la 
toxicité des pesticides que le milieu côtier ouvert de Ronce-les-Bains. 

La composition du mélange de pesticides est déterminante dans la toxicité observée vis-à-vis des 
algues. Quand la CE50 est prise en compte, l'effet de I'atrazine est dix fois plus important sur les 
populations en estuaire d'Auray (CE50= 6,5 pg .L-'), qu'à Ronce-les- Bains (CE50=60pg/L). 
Cependant I'atrazine n'est pas le contaminant le plus toxique: la CE50 pour la biomasse 
chlorophyllienne est de 18 pg .L-' pour le 2,4-D à Ronce-les-Bains. Cette concentration de 18 pg .CI 

est la concentration du mélange à dose unique démontrant (Fig 23 a) un ralentissement de 
croissance algale à Ronce les bains et une inhibition totale de la production chlorophylienne en 
rivière d'Auray. Dans le mélange de pesticides sont susceptibles d'interagir des effets synergiques 
plus toxiques pour les algues. 

Comme il est montré ci-dessus, la sélection des microalgues moins sensibles est rarement favorable 
aux organismes filtreurs. En effet ces espèces appartenant aux genres Skelefonema, Thalassiosira 
et Navicula deviennent prédominantes en présence de pesticides à Ronces-les-Bains, tandis qu'en 
estuaire de rivière d'Auray c'est le genre potentiellement toxique Pseudonifzschia qui est favorisé. 

Ainsi la présence de pesticides dans le milieu entraîne la sélection des microalgues de morphologie 
(et par conséquent de composition chimique et de qualité nutritionnelle pour les huîtres) différente de 
celles rencontrées en milieux naturels non impactés par les contaminants. Ceci laisse supposer que 
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cette contamination peut être indirectement responsable de la diminution de production naturelle 
chez les bivalves.. 

3.2.3. Qualité de I'environnement nutritionnel 

Caractériser la qualité d'un environnement nutritionnel en couplant des descripteurs 
hydrologiques de routine (Héral et al., 1978; Soletchnik et al., 1998) avec la technique du traçage 
isotopique naturel (Peterson and Fry, 1987) est apparu depuis quelques années comme une 
approche riche d'enseignements (Richard et al., 1997; Middelburg and Nieuwenhuize, 1998; Savoye 
et al., 2003). En effet, le traçage isotopique naturel, en particulier par l'utilisation des rapports en 
isotopes stables .du carbone (Michener and Schell, 1994), permet de discriminer I'origine de la 
matière organique : marine versus terrestre etlou pélagique versus benthique. Appliquée à la 
question des mortalités estivales de l'huître creuse Crassostrea gigas (Thunberg) cette approche 
doit permettre, outre de caractériser la qualité de la matière organique disponible pour ce 
suspensivore, de fournir des indications sur son origine. Dans le contexte des expérimentations sur 
la mortalité estivale de C. gigas selon le modèle plat-table du bassin de Marennes-Oléron 
(Soletchnik et al., 1999; Soletchnik et al., 2005), il est attendu en complément de cette approche des 
informations sur I'origine de potentielles sources de stress liées à I'environnement nutritionnel. 

En première analyse, les suivis hydrologiques réalisés tous les 15 jours de mars à décembre 
2002 sur le site expérimental de Ronce-les-Bains Perquis montrent que I'environnement nutritionnel 
des huîtres est très turbide avec des concentrations en matériel particulaire inorganique > 100 mg 1-' 
presque toute l'année (Fig 26). C'est une caractéristique connue de la baie de Marennes-Oléron 
(Héral et al., 1978; Zurburg et al., 1994; Soletchnik et al., 1998). Elle a pour conséquence majeure 
une dilution du bol alimentaire consommé par les huîtres (Barillé et al., 1997). La turbidité des eaux 
du site expérimental a une double origine 1) les eaux estuariennes liées aux crues hivernales et 
printanières de la Charente et de la Gironde et 2) les remise en suspension des sédiments 
superficiels des estrans vaseux de la baie (Zurburg et al., 1994) puisque des corrélations 
significatives sont détectables hors périodes de crues entre d'une part, les amplitudes de marée et 
les matières en suspension et, d'autre part, les teneurs en pigments chlorophylliens et les matières 
inorganiques en suspension (Malet et al., soumis). 

I M A M J J A S O N D J  1 
Figure 27 : variations bi-mensuelles des concentrations en matière organique particulaire (MOP, *), matière inorganique 

particulaire (MIP, o) et chlorophylle a (Ch10 a, m) de la colonne d'eau sur l'estran du site de Ronce-les-Bains Perquis à 
Marennes-Oléron lors des expérimentation DYNAMO 2002. Barres d'écart type (n=3). 
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Figure 28 : Variations bi-mensuelles des O 13CMOP (O), C/N r) et COP/Chlo a (i) de la matière organique particulaire 
lors de l'expérimentation DYNAMO 2002 sur le site de Ronce-les-Bains Perquis à Marennes-Oléron. Trois phases (pointillés 
grisés) sont figurées avec en mars - avril des apports néritiques, de mai à octobre des apports locaux mixtes pélagiques et 

benthiques puis après octobre des apports estuariens détritiques. 

En seconde analyse, les descripteurs qualitatifs comme le rapport carbone sur azote de la 
matière organique (CIN), le rapport carbone organique particulaire sur chlorophylle a (COPIChlo a) 
et la signature isotopique sur le carbone de la matière organique particulaire ( u ~ ~ c ~ ~ ~ )  permettent 
de préciser l'origine des ressources trophiques accessibles aux huîtres. Au cours de l'année 2002, 
plusieurs types d'environnement nutritionnel se sont succédés avec en particulier de mars à octobre 
(Fig 27) : 

- des apports néritiques en mars - avril, en liaison avec I'advection dans le bassin de Marennes- 
Oléron de potentiels blooms hivernaux connus pour apparaître précocement sur le plateau 
continental du golfe de Gascogne (Labry et al., 2001), 

- des apports propres au bassin de Marennes-Oléron avec un mélange d'apports pélagiques 
(mai -juin) puis benthiques (juin - octobre), en liaison avec les occurrences saisonniéres de blooms 
planctoniques (Soletchnik et al., 1998) puis leur remplacement progressif par des apports de 
microphytobenthos liés aux remises en suspension locales gouvernées par les cycles de marée et 
régimes de vent (Bassoulet et al., 2000). 
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Figure 29 : Variations de la signature isotopique sur le carbone O 13C de la glande digestive (O, +) et des tissus 
gonadiques (B, *) ainsi que du taux de mortalité journalier (O grisé, + grisé) d'huîtres diploïdes placées en élevage à 15 cm 

(ligne) et 70 cm (pointillé) du sol lors de l'expérimentation DYNAMO 2002 sur le site de Ronce-les-Bains Perquis à Marennes- 
Oléron. Barres d'écart type (n=3). 

L'huître Crassosfrea gigas comme tout suspensivore placé à la base du réseau trophique 
intègre la variabilité temporelle des signaux nutritionnels des producteurs primaires. II est donc 
attendu que la composition en isotopes stables de ses tissus reflète celle de sa nourriture assimilée 
(Peterson and Fry, 1987; Post, 2002). Ceci est mis en évidence à partir d'un organe comme la 
glande digestive, connue pour son turnover rapide, et après avoir déterminé expérimentalement que 
l'enrichissement trophique (A '~c tissus - nourriture) de la glande digestive vis-à-vis de ses 
ressources nutritionnelles est négligeable (Malet, 2005). 11 faut cependant tenir compte que les 
processus métaboliques liés à la construction des tissus gonadiques interfèrent de façon transitoire 
les signaux isotopiques tissulaires de la lande digestive et il semble de ce fait intéressant de 

i 8 comparer les variations temporelles du q C de ces deux tissus. Pour l'année 2002, les variations 
temporelles du o13c de la glande digestive et des gonades chez des huîtres placées en élevage à 
15 cm et 70 cm du sol montrent alors (Fig 29) : 

- Une période de variation linéaire (mars - mai) avec des @13c de la glande digestive se 
stabilisant autour de -22 %O à -22,O %O en mai. Les valeurs initiales sont plus négatives car reflet du 
séjour des huîtres en claires ostréicole préalablement à I'expérimentation avec une incorporation de 
matière organique d'origine terrestre plus appauvrie en I3c (Malet, 2005). La signature isotopique 
des huîtres s'équilibre rapidement avec celles des ressources incorporées du fait de la forte 
croissance tissulaire et de l'utilisation préférentielle de phytoplancton néritique en complément de 
ressources d'origine benthique dont la contribution au régime alimentaire des huîtres va croissante 
sur la période. 

- Un basculement estival du régime trophique à partir d'août c'est-à-dire en période de post- 
ponte. Les @13c de la glande digestive basculent de -22 à -19 %O, ce qui traduit des apports 
prépondérants de ressources d'origine benthique (microphytobenthos) au régime alimentaire des 
huîtres. La signature isotopique du microphytobenthos est en effet de l'ordre de -17 à -15 %O à 
Marennes-Oléron (Riera and Richard, 1996; Kang et al., 1999). C'est aussi une période de reprise 
de croissance tissulaire, ce qui explique la rapidité des changements observés à partir d'août sur les 
d 3 c .  II est notable d'observer que de plus grandes proportions de microphytobenthos sont 
incorporées par les huîtres situées à 15 cm du sol par rapport aux huîtres placées à 70 cm, 
traduisant par la même que leur environnement nutritionnel est très largement influencé par les flux 
d'échange benthos-pélagos réalisés à l'échelle verticale de quelques décimètres. 

- Intermédiaire entre les deux périodes précédentes se situe la phase de gamétogenèse active (mai 
à juillet) au cours de laquelle apparaissent les épisodes de mortalité. Le maximum du taux journalier 
de mortalité se situe fin juin 2002 et les taux journaliers de mortalité sont très significativement plus 
élevés pour les huîtres placées à 15 cm du sol. La période de gamétogenèse se caractérise alors 
par l'utilisation de ressources trophiques locales, tant pélagiques que benthiques. Elle est aussi 
marquée par de brusques variations sur les o13c de la glande digestive (surtout pour les huîtres 
placées à 15 cm du sol) qui se répercutent sur celles de la gonade, traduisant bien le double rôle 
fonctionnel de la glande digestive ; 1) pourvoyeur de métabolites pour les tissus en voie de 
constitution et 2) intégrateur de la variabilité nutritionnelle de l'environnement. Cette période se 
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caractérise en effet par la nécessité d'assurer les besoins en métabolites de la gamétogenèse 
(Gabbott, 1983), en particulier des lipides (Soletchnik et al., 2006) connus pour leurs valeurs de 
nt3c plus négatives que celles des protéines et glucides (DeNiro and Epstein, 1977 . 11 est alors 

13 notable d'observer que cette période correspond aux écarts les plus forts sur le C entre les 
huîtres placées à 15 et 70 cm du sol. Autant les valeurs de nf3c que ce soit de la glande digestive 
que des gonades des huîtres placées à 70 cm du sol semblent se stabiliser autour d'une valeur pivot 
de -22 à -22,5 %O autant celles des huîtres placées à 15 cm du sol présentent de très brusques 
variations dans une tendance croissante pour atteindre une valeur de -20,5 %O. Cette divergence 
d'évolution temporelle peut s'interpréter en première analyse comme une plus grande incorporation 
de matières organiques d'origine benthique par les huîtres placées à 15 cm du sol au cours des 
phases les plus actives de la gamétogenèse. L'environnement nutritionnel des huîtres placées à 15 
cm du sol pendant cette période de la gamétogenèse et de mortalité apparaît de fait comme 
beaucoup plus variable dans l'amplitude de ses variations que celui des huîtres placées à 70 cm du 
sol. 

3.3 Stress des huîtres suivant la distance du sédiment : modèle plat-table 

3.3.1.Perturbation de la chaîne respiratoire et déficit énergétique sur le site 
d'Auray 

L'expérimentation Dynamauray 2004 avait pour objectif de tester l'hypothèse que la proximité 
du sédiment est un facteur aggravant par l'action de composés re largués dans la colonne d'eau 
(ex : sulfures, ammonium). qui altèrent l'efficacité du système de production d'énergie Les huîtres 
issues du captage naturel de 2003 sont placées à la fin mars 2004 sur table à 60 cm de hauteur et à 
10 cm de hauteur. Les prélèvements d'huîtres effectués à intervalle régulier ont permis de mesurer 
des marqueurs du système énergétique permettant de déceler une réponse des épisodes de type 
hypoxique. L'expérimentation Dynamauray 2004 se caractérise par une mortalité de 40 % 
simultanément aux 2 niveaux pendant le première quinzaine de juin et un épisode de ponte des 
huîtres placées à 60 cm révélé le 19 juillet 2004. 

3.3.1 . l  .Indices métaboliques révélateurs d'une hypoxie 
La pyruvate kinase subit une variation saisonnière associée à l'augmentation de température 

(Fig 30). L'activité de la PK est maximale lorsque le stock de glucides est au plus bas. La chute de 
I'activité PK du mois d'août est indépendante de la température qui reste élevée alors que le stock 
de glucides commence à se reconstituer. L'activité de la PK est plus faible chez les huîtres près du 
sédiment. Mais l'effet niveau d'élevage sur l'activité de la PK est non significatif malgré une tendance 
lourde(P=6,3%). Cette tendance pourrait traduire une réponse à I'hypoxie. 

0;o O 
9- 29- 19- 8- 28- 18- 7- 27- 

avr avr mai juin juin juil aoOt août 

+bas -a- haut 

Figure 30 : Activité PK, effet du niveau de l'élevage (bas : I O  cm et haut :60 cm). 

Une augmentation de I'ETS (Fig 31) est associée à une manifestation environnementale de type 
hypoxique comme cela a été montré dans la partie hypoxie expérimentale (cf paragraphe). In situ, 
I'ETS est supérieure chez les huîtres près du sédiment mais cette différence avec les huîtres 
élevées à 70 cm est non significative (P=5,2%) malgré une tendance lourde. Si cette différence n'est 
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pas significative sur la période considérée, c'est aussi lié à une brusque élévation de I'ETS chez les 
huîtres à 70 cm début juin. Ce point d'échantillonnage est associé à l'épisode de mortalité de 40 % 
qui a affecté les huîtres des 2 niveaux d'élevage. L'ETS est stimulée en condition d'hypoxie, ceci 
peut expliquer que les huîtres près du sédiment perçoivent ces conditions de manière chronique 
(effet déficit en oxygène ou composés relargués du sédiment, ammonium, sulfures). La réponse 
transitoire des huîtres à 70 cm indique aussi que ces huîtres ont perçu un épisode de type 
hypoxique. 

Electron transport system 

9- 29- 19- 8- 28- 18- 7- 27- 
avr avr mai juin juin juil août août 

+bas +a- haut 

Figure 31 : Activité ETS, effet du niveau d'élevage (bas : 10 cm et haut :60 cm).. 

La charge énergétique est significativement plus faible (Pc 0,05) chez les huîtres près du 
sédiment (Fig 32). Une baisse est observée au moment de la mortalité (début juin). La ponte 
détectée le 20107 n'est pas associée à une variation de la CEA, en revanche les huîtres du niveau 
bas ont une CEA qui augmente dans la même période sans être associée à la ponte. 

Charee énereétiaue - 
9- 29- 19- 8- 28- 18- 7- 27- 

avr avr rnai juin juin juil août août 

+bas -EI- haut 

Figure32: Effet du niveau d'élevage sur la CEA. 

Discussion : Les 3 paramètres (PK, ETS et CEA) permettent de détecter des différences 
métaboliques chez des huîtres selon le niveau d'élevage pendant la période allant de la mi-mai à la 
fin juin. Le modèle de réponse pour les huîtres élevées près du sédiment est donc (i) activité de la 
PK tendance plus faible (ii) tendance à la stimulation de I'ETS conduisant à un déficit énergétique 
traduit par une (iii) charge énergétique significativement plus faible. Ce modèle de réponse 
s'apparente à la réponse à I'hypoxie en mode expérimental (décrit en 2.1). Les huîtres élevées près 
du sédiment pourraient avoir subi un déficit en oxygène etlou subi les effets de composés re largués 
du sédiment dans la colonne d'eau. L'hypothèse hypoxique est probable dans la mesure où les 
températures atteintes dans la zone d'élevage lors de cette période étaient de l'ordre de 18 à 20°C. 
Expérimentalement, nous avons montré que à 20°C, la baisse de la consommation d'oxygène 
survient lorsque le déficit en oxygène atteint 50% (données non publiées). En effet à 20°C, la 
concentration à saturation (100%) d'oxygène dans une eau de mer à 35 ppt de salinité est de 8,2 mg 
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OplL. Un déficit en Oz de 50% abaissant la concentration à 4 mg OZIL est envisageable près du 
sédiment mais reste à vérifier. Situé dans l'estuaire de la rivière d'Auray, le site de Fort Espagnol est 
susceptible de subir des hypoxies. Les estuaires sont des zones à risques puisque des hypoxies 
sont à craindre en cas de circonstances climatiques particulières (fort échauffement saisonnier en 
mortes eaux avec stratification de la colonne d'eau isolant la couche d'eau de fond du contact avec 
l'atmosphère). En 1982, en baie de Vilaine, c'est l'anoxie qui a provoquée la mortalité d'organismes 
marins. Depuis 1983 des désoxygénations partielles ont souvent été observées dans les eaux de cet 
estuaire (Anonyme, 1998). Les enregistrements d'oxygène à Auray en 2004 n'ont pas permis de 
révéler clairement un déficit en oxygène pendant la période critique ayant fait l'objet de cette étude. 
Ces enregistrements n'ont pas été réalisés aux 2 niveaux d'élevage des huîtres. II est possible 
d'incriminer les composés sédimentaires de type ammonium et sulfures qui sont relargués dans la 
colonne d'eau. Si dans la littérature, l'ammonium n'est pas évoqué comme facteur d'altération de la 
respiration, mais il reste à en déterminer l'importance, il est clair que les sulfures ont un impact sur la 
physiologie respiratoire (Encomio, 1998) et génèrent des mortalités après une exposition prolongée 
(Theede et al., 1969, Laudien et al, 2002). Le soufre se substitue à l'oxygène comme accepteur 
d'électron au niveau de la chaîne respiratoire. Certains organismes sont aptes à résister à un 
environnement riche en sulfures (Oeschger et Storey, 1993) car il bénéficie d'un système de 
détoxification (Laudien et al., 2002) basé sur l'oxydation des sulfures en composés non toxiques 
comme le thiosulphate (Jahn and Theede, 1997, Jahn et al., 1997). Une combinaison 
sulfurelhypoxie augmente encore plus le risque énergétique et le pronostic vital. II apparaît 
désormais important de vérifier l'impact des sulfures sur la physiologie respiratoire des huîtres en 
mode expérimental afin de confirmer ou d'infirmer l'hypothèse de la sensibilité des huîtres à ce 
composé sédimentaire. 

3.3.2 Etude du stress environnemental sur le site Atelier de Marennes Oléron 

Les mortalités observées dans le bassin de Marennes Oléron depuis 1997(Soletchnik et 
a1.,2005) mettent en évidence l'influence de la proximité du sédiment. Nous avons sélectionné un 
site d'élevage situé à Perquis dans le bassin de Marennes Oléron (Fig 19) sur lequel nous avons 
étudié les réponses des huîtres au stress oxydant suivant la distance du sédiment. Des huîtres ont 
été placées à 15 et 70 cm du sédiment. Un suivi de l'effort métabolique d'adaptation des huîtres a 
été réalisé de la période d'avril à juin 2003. Les variations du métabolisme antioxydant ont été 
analysées dans la glande digestive et dans les branchies à partir d'une batterie de biomarqueurs qui 
sont la catalase, métallothionéines, glutamine synthètase, glutahtion-s-transférase, protéines de 
choc thermique. 

3.3.2.1 .Métabolisme antioxydant en période de stress chronique sur le site de Marennes Oléron 
Des différences significatives du stress oxydant ont été identifiées entre 15 et 70 cm du 

sédiment (Fig 33). La période située entre le 26 mai et le 2 juin est marquée par une élévation de la 
température au delà de 19°C et une maturation active. Cette période se traduit également par une 
activation différente du système de défense antioxydant entre 15 et 70 cm. 

La catalase est la principale enzyme capable de détruire le péroxyde d'hydrogène, substance 
prooxydante produite dans le cas d'un stress. Les travaux d'exposition aux pesticides réalisés en 
conditions contrôlées mettent en évidence une activation plus rapide des catalases dans la glande 
digestive. La catalase se révèle être un biomarqueur pertinent du stress oxydant avec une réduction 
progressive du 26 mai au 16 juin de I'activité enzymatique à 70 cm (Fig 33) . Cette période couvre la 
période de stress chronique du 26 mai au 10 juin et de la mortalité du 10 au 16 juin. Cette réduction 
significative (P>0,01) de I'activité catalase à 70 cm indique que les huîtres placées à 70 cm du 
sédiment sont moins stimulées par le stress oxydant que les huîtres placées à 15 cm du sédiment. 
Pour les huîtres proches du sédiment, I'activité catalase est induite à partir du 2 juin pour atteindre 
une valeur maximale le 16 juin, date qui correspond à la fin de mortalité et probablement la période 
de stress oxydant la plus intense. 

Les métallothionéines (MT) sont impliqués dans la détoxication des métaux lourds mais bien 
que cela soit encore mal évalué, elles jouent un rôle antioxydant important chez l'huître ( Anderson 
et al., 1999). La période d'étude montre principalement une réduction progressive des MT à 15 et 70 
cm du sédiment en relation avec l'augmentation de la température et de la gamétogenèse (Fig 33) . 
Une forte induction des MT apparaît pendant la période de stress à 15 cm comme à 70 cm du 
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sédiment. II faut cependant souligner une différence significative des MT (P<0,01) entre 15 et 70 cm 
le 26 mai, début de période de stress oxydant également observée avec la catalase. 

Les protéines de choc thermique (heat shock proteins : HSP) comme les HSP 70 joue un rôle 
essentiel dans le processus de translocation, de stabilisation et d'assemblage des protéines. Elles 
interviennent également dans la réparation des dommages oxydatifs induits sur les protéines et ont 
un rôle fondamental dans le développement de cellules germinales ainsi que dans la régulation du 
développement des ovocytes chez l'homme (Neuer et al., 1999). Ces protéines permettent aux 
cellules de résister à un stress en prolongeant leur viabilité jusqu'à disparition du stress. L'implication 
des HSP 70 dans la réponse d'exposition aux hydrocarbures aromatiques polycyclique a été décrite 
chez Crassostrea gigas (Boutet et al., 2004) . L'augmentation de la synthèse des HSP70 à partir du 
2 juin apparaît donc quelques jours après l'activation de la CAT et des MT (Fig 33). Elle peut être 
interprété comme une réponse d'adaptation au stress oxydant probablement induit par différents 
facteurs environnemetaux comme la régulation thermique car la température atteint 19°C. 
Cependant, cette période coïncide également avec un pic de pesticides (Fig 20). L'augmentation des 
HSP70 peut également être associée à une déplétion énergétique et une infection virale. Aucune 
infection virale n'a été démontrée mais il est probable que l'augmentation très significative des 
HSP70 (P> 0,001) le 2 juin pour les huîtres à 15 cm s'accompagne d'une déplétion énergétique qui 
fragiliserait les huîtres proches du sédiment. 

Les variations de I'activité enzymatique gluthation-s-transférase indiquent une inhibition entre le 
2 et 10 juin. La différence significative du GST n'apparaît que pendant le phénomène de mortalité 
avec une induction significative à 15 cm du sédiment qui confirme un stress oxydant issu du 
sédiment (Fig 33). La sensibilité du GST qui est également un biomarqueur de la phase II 
caractérisant la détoxication étudié chez les mollusques bivalves (Willet et al., 2000), apparaît moins 
réactive au stress oxydant issue du sédiment que la catalase MT et HSP70. 

La gluthamine synthètase (GS) est impliquée dans le métabolisme des acides aminés et de 
manière plus générale dans le métabolisme de l'azote (Saha et al, 2002). La diminution de I'activité 
GS est également interprétée comme un indicateur de stress oxydant dans l'apparition de pathologie 
(Cui et al, 2004). Une conséquence directe de la diminution de la GS entraîne une élimination moins 
efficace du glutamate qui s'accumule et devient plus toxique. La mesure d'une augmentation de 
I'activité GS chez l'huître permet d'identifier une période de stress à partir du 2 juin. Aucune 
différence significative n'est décelée avant le 10 juin entre les hauteurs d'élevage de 15 et 70 cm. Le 
pic d'activité GS le 10 juin coïncide avec le début des mortalités mais également la présence du pic 
de pesticides (Fig 20) Le stress oxydant plus élevé au niveau du sédiment se manifeste à partir du 
16 juin avec une différence significative de la GS suivant la distance du sédiment. L'activité GS 
chute de manière plus importante à 15 cm du sédiment ce qui traduit un stress plus intense au 
niveau du sédiment. 



Thème 3 du projet MOREST : Risque associé au stress environnemental - synthèse 2000-2005 

1.8 
22avni 1 4 ~ 1  2 6 m i  2Nin 10bin 16juin X ju in  

Figure 33: Mesure des activités enzymatiques catalase (CAT) ,gluthamine synthètase (GS), 
gluthation-s-transférase et des quantités de méthallothionéines et HSP70 pour évaluer 

le statut antioxydant des huîtres placées à 15 et 70 cm du sédiment. 

La modulation métabolique est particulièrement exacerbée au niveau du sédiment (15 cm) et 
pendant les trois semaines précédent la mortalité (10-16 juin). Une différence du stress oxydant a 
été observée entre 15 et 70 cm. Elle est significativement différente le 26 mai ( p<0,01) pour la 
catalase et les métallothionéines. La différence significative est maintenue pour la catalase le 2 juin 
et elle apparaît pour les HSP. La GS et le GST ne font apparaître une différence significative qu'à 
partir du 10 juin , début de la mortalité. 

L'étude du statut de stress oxydant avec les activités enzymatiques met en évidence des 
différences de sensibilité et de cinétique de réponse des biomarqueurs CAT , MT, HSP, GST et GS 
suivant la distance du sédiment. Une plus grande réactivité de la catalase est identifiée sur la 
période du 26 mai au 16 juin qui couvre une période de stress chronique avant la mortalité du 10 au 
16 juin. La distance du sédiment marque une réponse plus précoce des MT le 26 mai suivie d'une 
augmentation des HSP 70. les HSP70 augmentent significativement du 2 au 10 juin de manière 
concomitante avec une élévation de la température au delà de 19°C. L'activité des GST et GS 
comme la catalase illustre un stress oxydant plus important à proximité du sédiment pendant la 
période de mortalité du 10 au 16 juin ce qui confirme un effort métabolique d'adaptation plus élevé 
au voisinage du sédiment. 

L'élévation de la température et la maturation des gonades constituent des facteurs 
physiologiques qui interagissent sur la réponse antioxydante des huîtres. Cependant, la CAT, les MT 
et les HSP 70 confirment un stress oxydant à proximité du sédiment entre le 26 et 10 juin. La 
présence d'herbicides dans la période du 2 au 13 juin avec un pic à partir du 7 juin coïncide avec le 
stress oxydant. Tout comme l'élévation de température et la maturation des gonades, la coïncidence 
d'une contamination élevée d'herbicides indique une interaction toxique potentielle sur le stress 
oxydant. 
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Mortalité 

Figure 34 : Indice composite intégrant les activités enzymatiques CA T, GS, GST et les quantités 
de MT et HSP70 analysées chez les huîtres placées à 15 et 70 cm du sédiment 

pendant la période du 22 avril au 26 juin 2003. 

L'application d'un indice composite (Beliaeff et Burgeot, 2003) permet d'illustrer graphiquement 
l'activation du système antioxydant des huîtres placées à 15 et 70 cm du sédiment (Fig 34). Une 
chute de l'activité antioxydante apparaît chez les huîtres à 70 cm entre le 22 avril et le 14 mai. Puis 
l'amplitude de réponse du 14 au 26 juin s'échelonne entre les indices IBR 0,4 et 0,8. Un pic est 
observé le 2 juin à 70 cm du sédiment. L'amplitude de I'IBR pour les huîtres à 15 cm est beaucoup 
plus élevée. Des pics apparaissent le 26 mai et le 10 juin. Ces pics illustrent deux périodes de un 
stress oxydant et un effort d'adaptation plus important fourni par les huîtres vivant à proximité du 
sédiment. Ces deux pics apparaissent à deux dates clés où précisément un potentiel toxique issu du 
sédiment le 26 mai et un potentiel toxique issu du sédiment et de l'eau le 10 juin ont été confirmés 
avec le bio essais d'embryotoxicité (Fig 17) 

3.3.2.2. Aneuploïdie et génotoxicité sur le site de Marennes-Oléron 
Une corrélation négative entre I'aneuploïdie somatique et le taux de croissance a déjà été 

décrite dans la descendance d'huîtres cultivées et dans les populations naturelles (Leitao et al., 
2001a ; Zouros et al., 1996). De plus, l'hypothèse d'une base génétique dans la détermination de ce 
caractère a été émise (Leitao et al., 2001b) et il existe une perte préférentielle de certains 
chromosomes (Leitao et al., 2001c ; Bouilly et al., 2005). Cependant, aucune recherche n'avait été 
effectuée sur l'influence de facteurs environnementaux sur le taux d'aneuploïdie des huîtres dans le 
milieu naturel. Notre approche visait donc à étudier des huîtres du bassin de Marennes-Oléron et 
d'observer d'éventuelles fluctuations du taux d'aneuploïdie au cours du temps selon des conditions 
environnementales différentes en fonction de la saison. 

En 2002, des huîtres du pool de la série 3 G1 en provenance de la nurserie de Bouin ont été 
soumises à 3 conditions expérimentales sur tables ostréicoles et en poches traditionnelles : 1) 
élevage sur estran à 15 cm du fond sur le site de Perquis, 2) élevage sur estran à 70 cm du fond sur 
le site de Perquis et 3) élevage en marais sur le site dlArtouan. Un premier prélèvement a été réalisé 
avant la mise sur sites (le 13 mars 2002). Un deuxième prélèvement a ensuite été réalisé après plus 
de deux mois de mise sur sites (le 27 mai 2002 pour Artouan après une période de mortalité et le 28 
mai pour Perquis) pour chaque condition environnementale. Un troisième et dernier prélèvement a 
eu lieu après une période de mortalité dans le milieu naturel (le 3 juillet 2002), et ce, pour chaque 
site (Fig 35). 
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Figure 35 : Diagramme résumant les différents points de prélèvement. 

Bouin Artouan Perquis 15 Perquis 70 Artouan Perquis 15 

13/03/02 27/05/02 28/05/02 28/05/02 03/07/02 03/07/02 I I I I I I I  
Site et date de prélèvement 

Figure 36 : Pourcentage d'aneuploïdie d'huîtres creuses Crassostrea gigas 
pour chaque site en fonction de la date de prélèvement. 

Le plus faible taux d'aneuploïdie observé à Perquis 70 (en comparaison à Perquis 15) confirme 
que I'élevage en poches sur des tables ostréicoles placées à 70 cm du sol est le meilleur mode de 
culture. A long terme, le choix du site pourrait donc jouer sur le patrimoine génétique global de la 
population. En effet, si l'élevage est préférentiellement réalisé sur tables à 70 cm, les huîtres dont le 
taux d'aneuploïdie est plus faible seront plus nombreuses et participeront davantage aux 
générations suivantes : il s'agirait là d'une sélection s'apparentant à de la domestication. II serait 
intéressant d'utiliser ce paramètre dans le cadre d'un observatoire à long terme de ces populations 
afin de déterminer si le taux moyen d'aneuploïdie tend à diminuer. 

Par ailleurs, le plus faible taux d'aneuploïdie a été obtenu sur le site de Perquis à 70 cm le 28 
mai et le plus fort sur le site de Perquis à 15 cm le 3 juillet (Figure 36). Le 28 mai, une différence 
significative a été observée entre les huîtres d'Artouan et celles de Perquis 70 (le taux d'aneuploïdie 
des huîtres d'Artouan étant plus élevé que celui de celles de Perquis 70). Ce plus fort taux 
d'aneuploïdie à Artouan le 27 mai est en relation avec le fort taux de mortalité observé entre le 13 
mars et le 27 mai sur le site dJArtouan. En effet, il semblerait que la mortalité des huîtres soit 
corrélée avec un plus fort taux d'aneuploïdie. Ainsi, le taux d'aneuploïdie des huîtres du site Perquis 
15 le 28 mai est significativement plus faible de celui des huîtres du même site le 3 juillet, alors que 
justement la mortalité sur ce site est apparue entre le 28 mai et le 3 juillet. Après une période de 
mortalité, il semblerait donc que le taux d'aneuploïdie des huîtres soit plus élevé. 

La présence d'HAP démontrée par Miramand et al. ( 2003) dans les huîtres montre qu'il existe des 
sources de contaminations HAP dans le bassin Marennes-Oléron. Les remises en suspension du 
sédiment peuvent ainsi être des sources de perturbation des huîtres mais contrairement aux 
pesticides la contamination par les HAP ne présente pas de saisonnalité. II s'agit d'une 
contamination persistante et sans variations importantes au cours d'une année par rapport aux 
pesticides. L'aneuploïdie apparaît ainsi dans cette étude in situ comme un biomarqueur de 
génotoxicité qui permet de mettre en évidence le potentiel génotoxique du sédiment. 

3.3.2..3. Variations de la capacité immunitaire sur le site de Marennes-Oléron 
L'évolution du pourcentage de phagocytose à deux hauteurs de table (15 cm et 70 cm) est 

représentée sur la figure 1. Pour chacune des deux conditions, la phagocytose présente des 
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variations importantes. Cependant, les deux conditions présentent une diminution de la phagocytose 
fin juin, une semaine après l'épisode de mortalité (Fig 37). Les valeurs remontent ensuite faiblement. 

2 ' O 1  , , , , , , , , , , ; 0 
d 22- 1 4  26- 02- 10- 16- 19- 23- 26- 16- 
L! aw mai mai juin juin juin juin juin juin juil 

Figure 37 : évolution du pourcentage de phagocytose pour les huîtres placées sur table à 15 cm et à 70 cm lors de 
l'expérience DYNA MOR (2003). 

Des analyses complémentaires ont montré que la phagocytose n'était pas significativement 
différente entre les deux hauteurs ni entre les différents stades de la gamétogénèse (Gagnaire, 
2005). Cependant, l'expérience DYNAMOR en 2003 n'a pas permis de suivre les paramètres 
hémocytaires des huîtres lors de la ponte (août). Pour d'autres paramètres hémocytaires 
(pourcentage de cellules positives pour les estérases, présence de lysosomes), les valeurs sont 
supérieures à 15 cm par rapport à 70 cm (Fig 38 et Fig 39), et sont également supérieures en 
période de gamétogénèse active avant la mortalité en comparaison A la période d'attente de ponte 
après la mortalité (Gagnaire, 2005) 

l 0 1  ; O 
d 22- 1 4  26- 02- 10- 16- 19- 23- 26- 16- 
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Figure 38 : Evolution du pourcentage de cellules positives pour les estérases pour les huîtres placées sur table à 15 cm 
et à 70 cm lors de l'expérience DYNAMOR (2003). 
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Figure 39 : Evolution du pourcentage de cellules positives pour les lysosomes pour les huîtres placées sur table à 15 cm 
et à 70 cm lors de l'expérience DYNAMOR (2003). 

La construction de l'indice composite IBR (Integrated Biological Response : Beliaeff et Burgeot, 
2003) utilisant plusieurs biomarqueurs hémocytaires (phagocytose, pourcentage de cellules 
positives pour les estérases et les Espèces Oxygénées Réactives (EOR), présence de lysosomes), 
a été réalisée afin de comparer les deux hauteurs de table (15 cm et 70 cm). Les variations sont 
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importantes pour les deux hauteurs tout au long de la période d'étude (Fig 40). Après une chute des 
valeurs IBR le 14 mai, un pic d'activation des réponses immunitaires apparaît à 15 cm du sédiment 
entre le 2 et 10 juin. 

Index IBR 

22- 14- 26- 02- I O -  16- 19- 23- 26- 16- 
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Figure 40 : évolution de l'/BR construit à partir des biomarqueurs hémocytaires pour les hauteurs 15 cm et 70 cm lors de 
l'expérience DYNA MOR (2003). 

L'amplitude des variations de I'IBR tend à montrer que la stimulation des paramètres 
hémocytaires est supérieure à 15 cm. Une chute des valeurs hémocytaires est observable avec 
I'IBR après les mortalités entre le 19 et 23 juin. Les variations de facteurs physico-chimiques sont 
plus grandes à proximité du sédiment. La biomasse bactérienne liée à la turbidité peut être plus 
importante près du sédiment (Lodato, 1997). La turbidité peut devenir un facteur limitant du fait du 
colmatage des branchies dès 200  mg.^' (Raillard, 1991). La turbidité entraîne également un 
développement de la biomasse bactérienne, qui peut augmenter la stimulation des hémocytes. 

4 Conclusion 

Une période de stress est identifiée en mai-juin dans le mois qui précède les mortalités. La 
proximité du sédiment apparaît comme un facteur aggravant de stress. L'étude du potentiel toxique 
du sédiment réalisée avec des bioessais d'embryotoxicité chez l'huître montre jusqu'à 98 % 
d'anomalies larvaires dans les sédiments de la Rivière d'Auray en juin 2004. La manifestation de la 
toxicité du sédiment peut cependant être différente suivant les sites. Sur le site de Marennes-Oléron, 
un potentiel toxique du sédiment est mesuré en mai (60% en mai 2003) et un potentiel toxique 
combiné dans I'eau et le sédiment est détecté en juin. Le potentiel toxique combiné de I'eau et du 
sédiment est persistant jusqu'en septembre. L'ammonium et les sulfures produits dans le sédiment 
de manière synchrone avec une élévation de la température au delà de 19°C constituent une 
première source de stress potentielle. L'émission de substances réduites à l'interface eau sédiment 
pourrait à cette période être favorisée par des apports massifs de matière organique liées à la chute 
d'un boom phytoplanctonique. Les concentrations d'ammonium et sulfures dans la colonnes d'eau 
apparaissent comme un indicateur de perturbation du milieu sédimentaire en mai juin mais celles ci 
ne sont pas assez élevées pour entraîner à elles seules une mortalité. Le caractère persistant de la 
contamination du bassin de Marennes-Oléron par le cadmium et les HAP (Miramand et al., 2003; 
Pigeot et al. ,2006) n'apparaît pas non plus prépondérant dans l'explication des mortalités 
saisonnières en juin. La trifluraline considérée comme une substance prioritaire dans le cadre de la 
directive cadre sur I'eau, a également été détectée dans le sédiment à des concentrations de 2 à 6 
pg.kg-' de sédiment mais elle n'a pas été détectée dans I'eau. Cependant, le potentiel toxique du 
sédiment révélé par un bioessais d'embryotoxicité complété par une diminution significative de 65% 
de la densité de foraminifères dans la couche superficielle (0-0,5 cm) de sédiment confirme un effet 
biologique du sédiment. 

L'action de composés relargués dans la colonne d'eau altère l'efficacité du système de 
production d'énergie. Le modèle plat-table révèle ainsi une activité de la pyruvate kinase plus faible, 
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une stimulation de I'ETS conduisant à un déficit énergétique traduit par une charge énergétique plus 
faible. Ce profil de réponse s'apparente à la réponse à I'hypoxie testée en mode expérimental. Les 
huîtres élevées près du sédiment pourraient avoir subi un déficit en oxygène etlou subi les effets de 
composés re largués du sédiment dans la colonne d'eau. 

Outre le potentiel toxique du sédiment, la coïncidence de plusieurs sources de stress pendant la 
période de mai et juin s'affiche comme une source de perturbation en phase de gamétogenèse 
avancée (pré ponte). Parmi les sources de stress étudiées, la qualité de la matière organique 
disponible pour l'huître sur le site de Marennes Oléron (en 2002), confirme une dilution du bol 
alimentaire liée aux fortes turbidités du domaine intertidal mais révèle également en mai-juin, une 
utilisation différente des ressources trophiques disponibles entre les huîtres placées à 15 et 70 cm 
du sédiment. En effet, à partir de mai, les rapports en isotopes stables du carbone (oI3c) de la 
glande digestive et de la gonade des huîtres placées à 15 et 70 cm du sol subissent de brusques 
variations puis divergent significativement montrant que les huîtres placées à 15 cm du sol 
incorporent de façon accrue mais irrégulière une plus grande proportion de matières organiques 
d'origine benthique à leur régime alimentaire. Pendant la période de gamétogenèse, I'environnement 
nutritionnel des huîtres placées à 15 cm du sol apparaît de fait comme beaucoup plus variable dans 
l'amplitude de ses variations que celui des huîtres placées à 70 cm du sol. La variabilité saisonnière 
de la qualité de I'environnement nutritionnel se révèle donc comme un indicateur potentiel de stress 
susceptible de favoriser un déséquilibre énergétique en fin de gamétogenèse. 

Parmi les phénomènes synchrones à caractère saisonnier, les apports élevés d'herbicides en 
période de mai-juin peuvent également interférer sur la qualité de I'environnement nutritionnel et 
fragiliser de manière indirecte l'équilibre physiologique des huîtres. En effet, les pesticides modifient 
les assemblages de populations phytoplanctoniques. La quantification d'herbicides dans les eaux 
superficielles de I'estuaire de la Seudre met en évidence un pic de contamination pendant la 
première quinzaine de juin en 2003 et 2004. Le profil de contamination chimique varie suivant les 
années avec la prédominance de I'isoproturon ( 0,4 pg.~-') en 2003 et du glyphosate (1,2 pg.~- I )  en 
2004. La concentration élevée de glyphosate (1,2 pg.~- '  ) détectée en juin 2004 souligne un potentiel 
toxique et illustre des apports ayant des origines domestiques et agricoles. Le faible pluviométrie en 
juin 2003 ne semble pas le facteur prépondérant de ces apports en estuaire de Seudre. Ces apports 
ne semblent pas non plus provenir de la Charente. Ils pourraient résulter d'une contamination des 
masses d'eaux oscillantes entre les marais ( zone de confinement plus contaminés) et I'estuaire de 
la Seudre. Parmi les stress observés, les herbicides présents dans les eaux exercent une pression 
de sélection sur les espèces des assemblages de populations phytoplanctoniques qui favorise le 
développement de diatomées (Pseudonitzschia sp., producteur potentiel de toxines amnésiantes en 
rivière d'Auray) et de dinoflagellés potentiellement nuisibles (Alexandrium sp., et Karenia sp., 
producteurs potentiels à toxines paralysantes dans le bassin Sud de Marennes-Oléron) 
potentiellement nuisibles. A Marennes-Oléron, les espèces appartenant à des genres favorables à la 
croissance larvaire et des filtreurs (Chaetoceros et prorocentrum) sont plus sensibles à la toxicité 
des pesticides que les espèces de diatomées (Navicula sp., Thalassiosira sp.,) par ailleurs moins 
favorables à la reproduction de copépodes. 

La source de stress combinée eau-sédiment en juin apparaît prépondérante au moment des 
mortalités. L'activation de processus sédimentaires (émission de substances réduites) combinée à 
des apports ponctuels de pesticides dans l'eau apparaît comme une source de stress. Sur le plan 
physiologique, deux périodes de stress oxydant sont détectées à Marennes Oléron. Elles concordent 
avec le potentiel toxique du sédiment le 26 mai et le potentiel combiné eau-sédiment en juin. Le 
stress oxydant observé en juin apparaît également concordant avec le pic de contamination par les 
herbicides. Une élévation de certains paramètres hémocytaires (pourcentage de cellules positives 
pour les estérases, présence de lysosomes) de mi mai à début juin atteste également à proximité du 
sédiment d'une modification de l'activité des cellules impliquées dans les mécanismes de défense. 
Cependant, notre étude en conditions contrôlées indique que les concentrations d'herbicides 
observées ne suffisent pas à elles seules à provoquer une mortalité. 

A Marennes-Oléron, la source la plus probable du stress se manifeste dans la démonstration 
d'un potentiel toxique issu du sédiment le 26 mai (60% d'anomalies larvaires ) puis la combinaison 
d'un stress eau et sédiment en début de mortalité le 10 juin. L'association de plusieurs événements 
saisonniers apparaissent comme phénomène d'aggravation du stress. Les apports de pesticides 
combinés à une élévation de température susceptible d'activer le relargages de substances réduites 
et une modification de la qualité de I'environnement nutritionnel dans une phase avancée de 
gamétogenèse sont les principales sources de stress observées dans notre étude. 
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