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Résumé

L'huitre creuse du Pacifique constitue une part importante de la production aquacole mondiale, avec
555 913 tonnes produites en 2013. La France est le quatrieme producteur mondial d'huitres et
Crassostrea gigasst la principale espéce cultivée dans le bassin d'Arcachon. Cependant, ces derniéres
années, des problémes de recrutement et de captage des naissains de certainge<ahwuitres

sont survenus. L'augmentation de la fréquence de ces événements peut étre révélatrice de
changements dans la qualité du milieu. Dans ce contexte de crise, ces travaux se sont intéressés a
l'impact de deux polluants, le cuivre et lartetolachlore, majoritairement retrouvés dans les eaux du
Bassin d’Arcachon sur le développement embigreaire des larves D de I'huitre creuse (24h post
fécondation). Dans un contexte de changement climatique, une approche multifactorielle a été
adoptée afin d'étudier les effets combinés des polluants et de I'accroissement des températures ou
des changements de salinité susceptibles d'altérer le développement et la survie des embryons et des
larves en période estivale. Dans un premier temps, les effets embryguies d’'une pollution par le

cuivre ou le S-métolachlore couplés ou non a la salinité ou a différentes températures ont été étudiés
sur des huitres en provenance d'uéeloserie. Pour cela le test embryo-larvaire a été utilisé, et ses
limites d’applicatio précisées. Dans un deuxiéme temps, les effets des polluants couplés ou non a des
températures et salinités environnementalest été analysés sur les embryons provenant d’huitres
sauvages ou cultivées prélevées directement dans le milieu en différéedsdsi Bassin d’Arcachon.

Le pourcentage de malformations ainsi que I'expression différentielle de génes cibles ont été
déterminés chez les larves tandis que la bioaccumulation du cuivre et du S-métolachlore et le
pourcentage d’occupation gonadique ont &éalysés chez les géniteurs. Ces résultats ont ensuite été
comparés afin de déterminer la capacité des huitres d’'éclosespr@senter un modeéle alternatif aux
huitres autochtones. Dans l'objectif d'étudier les impacts liés au changement climatique, des
conditions un peu plus extrémes ont été testées, a savoir des températures supérieures de 26 °C, des
salinités inférieures de 24 u.s.i et des concentrations en polluants supérieures aux conditions actuelles
du bassin. La mise au point d’un logiciel d’gealdu comportement natatoire des larves D a également

été réalisée. Nos résultats indiquent une bioaccumulation plus grande du Cu et S-métolachlore dans
les huitres cultivées par rapport aux huitres sauvages. Par ailleurs cette étude indique clairement que
les larves issues des huitres autochtones (sauvages et cultivées) sont sensibles a des concentrations
environnementales en cuivre et en S-métolachlore. Cependant, il a été montré que les génes impliqués
dans divers mécanismes de défense sont surexprimés, avec une plus grande capacité de défense des
larves issues des huitres sous l'influence des tributaires mais également des huitres sauvages par
rapport aux cultivées. En présence de concentrations environnementales de Cu comme de S-

métolachlore, une augmentation des trajectoires erratiques circulaires a été constatée. De plus, les



Mots-clés :Crassostrea gigasest embryo-larvaire, polluants, changement climatique, température,
salinité, analyse comportementale



Abstract

The Pacific oyster represents an important part of the aquaculture production, with 555 913 tons

produced in 2013. France is the fourth world producer of oystersGragdsostrea gigas the principal

cultivated species in the Arcachon bay. Howe i GGG e
N, o be
I - . I this context of crisis, this work has

been focused on the impact of two pollutants, copper and S-metolachlor, mostly found in the waters
of the Arcachon bay, on D-larvae embryo-larval development of the Pacific oyster (24h post -
fecundation). In a context of global climate change, a multifactorial approach was adopted to study
the combined effects of pollutants and increase temperature or salinity changes that could affect the
development and survival of embryos and larvae during reproduction season. First, the embryo-toxic
effects of copper or S-metolachlor coupled to salinity or different temperatures were studied with
oysters from hatchery. For this, the embryo-larval test was used, and its application limits specified.
Secondly, the effects of pollutants combined or not to environmental temperature and salinity were
analyzed on embryos from wild or cultivated oysters harvested directly on different sites of the
Arcachon bay. The percentage of abnormalities and the differential expression levels of target genes
were determined in larvae while the Cu and S-metolachlor bioaccumulation and the percentage of
gonadal occupation were measured in genitors. These results were then compared to determine the
ability of oyster from hatchery to represent an interesting alternative model to indigenous oysters.
With the objective to study the impacts of climate change, somewhat more extreme conditions were
tested, namely temperatures of 26 ° C, lower salinity of 24 u.s.i and higher concentrationsitrsl|
compared to current conditions in the lagoon. A software able to analyze swimming behavior of D-
larvae was also developed. Our results indicate higher bioaccumulation of Cu and S-metolachlor in
cultivated oysters compared to wild oysters. Furthermore this study clearly indicates that larvae from
indigenous oysters (wild and cultivated) are sensitive to environmental concentrations of copper and
S-metolachlor. However, it has been demonstrated that genes involved in various defense mechanisms
are overexpressed with higher larval defense capacity of oysters under the influence of the tributaries
but also wild oysters in comparison to cultivated oysters. In the presence of environmental
concentrations of Cu or S-metolachlor, an increased erratic circular trajectory was found. In addition,
larvae, although able to grow normally in a temperature range of 22 ° C to 26 ° C, are sensitive to the
action of the combined high / low temperatures and pollutants. Similarly, they are sensitive to the
combined effect of low salinity and exposure to pollutants. Oyster’s hatchery have proved to be a good

alternative to the use of indigenous oysters.
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Le Bassi d’Arcachon, urecosystéme lagunaire fragilise.

D’apres I'organisation des Nations unies pour l'alimentation et I'agriculture (RAI®3 écosystémes
marins, dont dépendent les péches, incluent les zoneauX cotiéres et de haute mer, les océans
tropicaux et polaires, y compris quelgues zones de mer semi-fermée ou fermée. lls comprennent
I'embouchure des bassins fluviaux et leurs panaches, baies, estuaires et lagunes, coraux et autres
récifs, plateaux etalus continentaux, ainsi que leurs zones d’'upwellinginsi, les lagunes, telles que

le Bassin d’Arcachofgnt partie des écosystémes marins cotiers. Ces zones cotieres sont des habitats
essentiels pour de nombreuses espéces marines cétiéres et hauturiéres et représentent une grande
richesse en terme de biodiversité. Elles concentrent a elles seules 25 % de la production primaire des
océans, et 90 % de la péche de poissons y est réalisée (Eisenreich et al., 2005). Ces zones fournissent
ainsi une grande variété de ressources naturelles et de services écosystémiques qui sont exploités en
permanence par les activités humain€3est une des raisons principales ptaquelle pres de 40 a 50

% de la population humaine est concentrée dans un rayon de 100 km par rapport a la cbéte. Selon
I'observatoire national de la mer et du littoralné~rance en 2010, la population permanente des
communes littorales métropolitaines était de 6,16 millions de personnes (ONML ; 2015). Cela
représentait environ 9,3 % de la population totale sur environ 4 % du territGiest pourquoi les

zones cotiéregont I'objet de nombreuses études et outils visant leur protection comme par exemple

la GIZC : Gestion Intégrée des Zones Cétieres, outil de gouvernance pour un développement durable
des zones cotiéres. Leur haute valeur écologique est également reconnue par la Iégislation européenne
via l'application de la directive Habitats et le réseau Natura 2000 (Loureiro et al., 2006). Cependant,
les écosystemes cotiers subissent un accroissement constant de la pression anthropique. La qualité
des eaux cétiéres s’est d’autant plus dégradée au cours de ces dernieres années que la population et

les activités humaines ont augmenté (Newton et al., 2003). Ces zones sont devenues au fil des années










































communauté d'agglomération du Bassin d'Arcachon Sud et 60 413

habitantssur la communauté d’agglomération du Bassin Nord en 2G12,






Cependant, I'agriculture représente une activité antpigue. A ce titre, elle peut influencer la qualité

du milieu. Située essentiellement au niveau du Bassin versant du Bassin d’Arcachon, I'ensemble des
produits phytosanitaires utilisés pour le maintienl’amélioration des rendementdes cultures peut

se retrouverjn fing dans les eaux du Bassin d’Arcachas pesticides proviennent a 95 % des usages
agricoles. Les usages urbains et domestiques représentent 5 % des usages restant, mais ils
représentent 30 % des apports (Adour-Garonne, 2013). Ce mode de transfert sera étudié dans le

chapitre concernant les polluants et plus particulierement les pesticides.

Activités industrielles et militaires

Le Bassin d’Arcachon est une zone faiblement industrialisée avec principalemegtarals secteurs

: la construction navale, la papeterie de SMURFIT a Biganos et le BTP (Batiment travaux publics).

S’estaussi développée une activitextraction pétrolieére productive,d’environ 1500 r par jour
(Crespo, 2009u niveau d’Arcachon, du Courbey, du Pyla et de la Teste de Buch. Des puits sont aussi
présents au niveau de Cazaux, commune de la Teste. En effet, cette source de pétrole au niveau de
Cazaux avait été découverpees d'un demi-siécle plus tot par Esso. De nos jours, la société canadienne
Vermillon, y extrait en moyenne 1 150 barils (environ 184 000 litres) par jour, a partir detg@qdiis.

C’est environ le quart de la production en aquitaine et 13 % de la production francaise. C’est cette

société qui exploite actuellement les différents sites du Bassin.
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1.3.2. Les autres especes concernées

Le Bassin d’Arcachonbigte le plus grand herbier & zostéres naingogtera noltgi d’Europe,
présentant a la fois un intérét écologique et patrimonial, un intérét paysager sous-marin, un intérét
économique (zones de reproduction et de nurseries) et scientifique (indicateurs de perturbation et
d’évolution du domiane cétier) (Auby et al., 2010). Capable de modifier leur propre environnement,

’

les herbiersont qualifiés df ¢’ ° ... fngdinieur de I'écogstéme ( (Jones et al., 1997, 1994). En effet,

de par leur existence, ils créent une faible énergie hydrodynamique pouvant favoriser le dépét des
sédiments (Gacia and Duarte, 2001) et réduire leur remise en suspension (Bos et al., 2007; Gacia and
Duarte, 2001; Ward et al., 1984). De pimur rhizosphere pouvant atteindre d'importarge
profondeurs, ils modifient les propriétés physiques (stabilisation) et chimiques (oxygénation) du
substrat colonisé. Or, depuis quelques années, une décroissance notable de la biomasse des herbiers
de zostéres est observée. Au cours de I'hiver 20086 différents observateurs du milieu ont alerté
I'opinion, rapportant que ces herbiers présentaient de trés faibles densités (Auby et al., 2011). Dans
les zones les plus orientales du Bassin, certains signalaient que les zostéres avaient méme disparu.

Grace a la mise en ceuvre de la Directive Cadre sur I'Eau, des cartographies complétes des herbiers de



les hippocampes, autre espéce typique du Bassin d’Arcachon,
se raréfient a I'échelle mondiale, victimes de la dégradation de leur habitat lagunaire, maid’'anissi
surexploitation liéeaux pratigues de médecine chinoise, a l'aqughitie ou au commerce de
souvenirs touristiques (Littaye et al., 2011). Au niveauBassin d’Arcachon, I'abondance des
hippocampes n’est pas bien connue. Une enquéte menée en 2011 indiquait la présence de populations
importantes dans les années 1970-1975, puis un déclin dans les années 1980. Deux hypothéses ont
été évoquées pour expliquer cette diminution : leur exploitation pour la création de souvenirs

balnéaires mais aussi la qualité de I'eau

Le Bassin d’Arcachon présente donc les caractéristiques el’anse écologique a laquelle il faut
trouver des réponses. Pour celaeist important de cerner I'ensemble des caractéristiques de I'hujtre
de comprendre son cycle de vie et de voir quelles actions ont été mises en place pour répondre aux

bouleversements rencontrés par la filiere ostréicole.



Figure 5 : Huitre creuse adulte (FAO, 2015)



Tableau 1 Position systématique de I'huitre creuse Crassostrea gigas (http://marbef.org/data)

Régne Animal
Embranchement Mollusque
Classe Bivalve

Sous classe Pteriomorphia
Ordre Ostreida

Super Famille Ostreidea
Famille Ostreidae
Sous-Famille Crassostreinae
Genre Crassostrea
Espéce Gigas

Figure 6 Aire de répartition de I'huitre creuse japonaise Crassostrea gigas (Miossec, 2009)









le petit cesophage et enfin dans la glande digestiSeles particules ne sont pas nutritives, elles
peuvent étre agglomérées puis excrétées sous forme de pseudo-feces grace aux mouvements

saccadés du muscle adducteur. Ce tri est réalisé au niveau des palpes labiaux.

Accolé au muscle adducteur et au rectum se trouveosir musculaire, composé d’un ventricule et

de deux oreillettes. Il assa la circulation de I'hnémolymphe a travers I'organisme, afin de baigner les
organes et permettre a I'oxygéne dissout de diffuser directement dans les cellules. L’'hémolymphe est
expulsée par le ventricule et récupéré par des sinus. Les hémocytes, cellules de la défense immunitaire,
composentaussi I'hémolymphe. Le systéme nerveux de I'huitre est représenté par deux gangions

cérébro-pleural et un viscéral.

Juste a c6té du coeur et bien que peu visible en période de repos sexuel se situe la gonadanentou

I'hnépatopancréas. Elle vient a se développer massivement en période de gamétogénése.













Figure 9 Cycle de développement de I'neitreuse Crassostrea gigas

Au cours du développement larvaire, le mode de nutrition des larves varie. Jusqu'a 1 ou 2 jours, les
larves sont dans une phase dite endotrophe ou les réserves vitellines de I'ceuf reprédantente
source d’énergie. Apresiglques jours de développement, en plus des réserves vitellines, des aliments

exogenes commencent a étre ingérés, on parle de phase mixotrophe. Enfin, passé cette phase, les



Figure 10 Récifs d’huitres sauvages sur dascs abandonnés en premier plan vs huitres cultivées sur table en
arriere-plan

En 2011, une étude a été menée en collaboration avec I'agence des aires marines protégées, l'institut
francais de recherche pour I'exploitation de la nfgremer), la station marind’Arcachon mais aussi

la direction départementale des territoires et de la mer de Gironde et la délégation a la raer et
littoral afin de quantifier et de caractériser les stoakbuitres sauvages et cultivées dans le Bassin
d’Arcachon Pour cela deux approches différentes ont été utilisées @iistimer le plus justement
possibldes huitres cultivées et les huitres sauvages. Le stock d’huitres en élevage a été estimé a l'aide
de déclarations de producteurs tandis que le stock d’huitres sauagtsestimé sur le terrain avec

une centaine de stations échantillonnées sur 4 semaines. Finalemé&@B®nnes d’huitres vivantes

ont été recensées sur la totalité du Bassin d’Arcachon, se répartissant end@01t6nnes d’huitres

cultivées (en 2009) et 6800 tonnes d’huitres sauvagesi(j 2011) (Scourzic et al., 2011).






2.6. La variabilité de recrutement de 'huitre creuse
2.6.1. Les programmes de recherche

Le Bassin d’Arcachon est un site dans lequel la reproduction de I'huitre a#téutierement suivie
et étudiée depuis de nombreuses années. En effet, la collecte et le comptage des larves d’huitres y ont
débuté en 1927 et se sont poursuivis jusqu’a I'époque actuelle (Auby et Maurer, 2004). De plus, les
récents questionnements conaeant I'explication des différentes crises rencontrdest I'objet de
plusieurs programmes de recherche mis en ceuvre localement depuis plusieurs aDeé£899 a
2003, le programme Ifreme8URGIBA été mené, ayant pour objectif d’étudier la reproductidas
huitres creuses dans le Bassin d'Arcachon et plus particulierement d’étudier les causes de la variabilité

du captage.

Parallelement de 2001 a 2006, le projet IfreM@é®RESProposait une approche multidisciplinaire

afin d’avoir des réponses concretesapplicables au probléme des mortalités estivale€ossostrea
gigas L'objectif était de trouver desolutions pour limiter les mortalités en élevage par des nouvelles
pratiques zootechniques basées sur une analyse de risques, I'endurcissemengepeétasélection

génétique ainsi que la collecte d'un ensemble de données fondamentales sur la physiologie-









Figure 12 Facteurs influencant les différentes phases de vie de I'huitre représentées en fonction de I'abondance
et la durée des phases de reproduction (Bernard., 2011)

Effort de reproduction

Pour pouvoir pder de recrutement, il faut remonter dans le cycle de développement d’une huitre. En
effet, il 'y aura pas de recrutement si aucun gamete n’est émis dans le milieu. Cependantyéwant
I'émission de gametes, il fasavoir que la quantité qui sera émise dépeddine part des capacités
physiologiques déindividu, mais aussi du nombre d’'indivilprésents dans la population; on parle

de stock de géniteurs ou encore de densité des géniteurs (Bernard, 2011) (Figure 12). Plus ceux-Ci

seront nombreux, plus le nombre de gamétes émis sera élevé.

Vers marsvril, la gamétogénéese redevient active. C'est alors que débute une accumulation de

glucides. Ceux-ci seront par la suite transformés en lipides de réserves des gameétes. Les plus fortes






Figure 13 : Relation entre Ln F/P et Ln M/P pour les 32 grandes cohortes larvaires définies entre 1985 et 2003
(F : larves en fixation, P : larves petites, M : larves moyennes) (Bernard, 2011)

Survie larvaire

Alorsque les premiers stades de vie d’une espéce apparaissent pisibkes que les stades adultes
(Connor, 1972; Martin et al., 1981; Quiniou et al., 200&8halyse bibliographique a mis en évidence
un manque de données expérimentales sur les tous premiers stades de Viiitre, c'est-a-dire la
larve D obtenue 24h apres fécondation. Notre églest ainsi naturellement dirigée vdes effets de
différents facteurs sur'dbtention de larves DLa survie larvaire dépend, elle aussi, de plusieurs

facteurs :la_température de I'eatau moment du développement embryo-larvaire, c'est-a-dire en

période estivale, ainsi que la nourriture a disposition. Ces deux parameétres sont ceux qui sont évoqués

principalement dans la littérature. La températutte I'eaupeut expliquer une part importante de la
variabilité de croissance de I'huitre creuSeassostrea gigadis et al., 1989afComme nous I'avons

vu, les années 1998 et 2002 ont connu des captages relativement faibles (46 + 17 et 45 &ak@snais

par tuile a la fin de la saison de reproduction pour ces deux années respectivement), au contraire de
'année2003 qui a montré un tres fort taux de captage méme de I'année 2014 (BR0 + 7212 et

21 578 £ 10 799 pour les deux années respectives) (Auby et al., 2014). Auby et Maurer (2004) ont mis
en évidence que le recrutement de ces années est bien expliqué par les valeurs des paramétres
"chlorophylle printaniére" et surtout "température pendant le développement des cohortes". Le

paramétre de température sera étudié au cours de ce travail en analysant son impact sur les premiers












Tableau 2 Exemples d'études écotoxicologiques menées sur différents stades de I'huitre

Ses etudes
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Tableau 3 Exemples d'études écotoxicologiques menées sur les larves d’huitres

" Contaminant | stde | ee | Reference |
e |

(-) Effet négatif (/) Absence d'effet (+) Effet positif aux concentrations testées
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Figure 15 Evolution journaliére de la température de I'eau dans le chenal du Teychan a la jetée d’Eyrac (les
triangles correspondant aux minimas observés pendant la période 1988-2012) (Ifremer)









Dans ce contexte de changement climatique global, un intérét particuést porté sur I'étude des
phénoménes d’augmentation des températures pouvant impacter le développement larvaire de
I'huitre creuse japonaise. Cependant, le climat pdafluencer fortement le milieu marin cotier et
agir en synergie avec d'autres pressions anthropiques pour modifier |'état et le fonctionnement des
systemes biologiques et écologiques et les services qu'ils fournissent (Goberville et al., ZD&6).
pourquoi outre les changements des facteurs environnementaux climatiques, nous allons faire un

état des lieux quant a la comimination du Bassin d’Arcachon en termes de polluants.



Tableau 4 Etudes écotoxicologiques de I'impact de la température couplé ou non a la salinité, au pH
ou a la pC02 sur les stades larvaires de différentes espg&fést @u-dela ou en deca de la
température optimale de développement de I'espéce sauf indication)





















Tableau 5 : Contamination en cuivre de différents sites dans le monde



Figure 18: Concentrations en cuivre (mdlkglans les huitres du Bassin d’Arcachon en trois points du Bassin
d’Arcachon sur la période 19820614 (Ifremer, 2014)






Tableau 6 : Médianes des concentrations (mgdg poids sec) par rapport a la médiane nationale en différents
points de relevés sur la cote Atlantique en France






Tableau 7 Structure des pesticides fréquemment retrouvés dans les eaux du Bassin d’Arcachon



Tableau 8 (suite)Structure des pesticides frequemment retrouvés dans les eaux du Bassin d’Arcachon
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Tableau 9 : Propriétés physiques et chimiques du métolachlore (adapteéantd, 2003)

Formule brute GisH2CING
Masse molaire 283.46 g.mot
Solubilité dans I'eau 530 mg.L! (a 20°C)

Coefficient d’ adsorption dans le sol (K o) 200 mL.¢










Tableau 10 Génes étudiés et couples d’amorces utilisées lors de I'analyse génétique



Figure 21 : Schéma représentatif des différentes étapes de la traduction (Jaspard 2013)

5.2.1.2. Réponse au stress oxydant
Le stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre les systemes oxydants et les
capacités antbxydantes d’'un organisme, d’une cellule ou d’'un compartiment cellul@eeouki,
2006). Lorsque des espéces réactives a I'oxygene commencent a s'accumuler dans la cellule, ils
peuvent étre neutralisés par des molécules de défense anti-oxydantes présentes dans la cellule. Parmi
celle-ci, quatre genes interviennent dans la réponse contre le stress oxydant ; la superoxyde dismutase

cytoplasmique (Cu/zZn), la superoxyde dismutase mitochondrisdelMn), la catalase(cat) et la



Figure 22 : Réponse au stress oxydant. Les abréviations SOD, CAT, GST, GR, et G6PDH représentent les enzymes
superoxyde dismutase, catalase, glutathion S-transferase, glutathion réductase ; glutathion peroxydase et
glucose-6-phosphate déshydrogénase respectivelfitgrimes-Lima, 2004)

En 2014, Mai et ses collegues ont montré une action du métolachlore sur I'expression de ces différents
genes, avec notamment une forte induction de la superoxyde dismutase mitochondrial dés de faibles
concentrations (1ng/L et 10 ng/L) et une répression a plus forte concentration. La catalase est, elle,

réprimée a toutes les concentrations.

5.2.1.3. Métabolisme mitochondriale
Tout organisme vivant fonctionne grace a un ensemble de réactions chimiques, par lequel il extrait de
I'énergie de son environnement pour synthétiser pegpres constituantsLa synthése d’ATP est ainsi
réalisée par phosphorylation oxydative, processus orchestré par la chaine respiratoire mitochondriale.
La mitochondrie est limitée par deux membranes externe et interne. Dans cette derniére est localisée
la chaine de transport d’électrons (chaine respit@). Elle représente un ensemble de cing
complexes protéiques assurant un transfert de protons et/ou d'électrons : la NADH déshydrogénase
(Complexe 1), la succinate déshydrogénase (Complexe Il), le complexe bc 1 (Complexe lll), la
cytochrome-c-oxydaseComplexe 1V) et 'ATP synthase (Complex@igure 23). La cytochrome-c-
oxydase est I'enzyme ayant pour role de réduire I'oxygene moléculaire envid2®xydation du
cytochrome ¢ (Verkhovsky et al., 2006). Le cuivre est le constifuiantipal de son ccewatalytique,

formé lui-méme de 3 sous-unités (Wikstrom, 2010). Le géne de la sous-unité 1 de laaymch















Figure 24 : Les modifications épigénétiques représentées a travers les différents niveaux de condensation de la
chromatine (issue de Nature 454, 711-715 (7 August 2008)









Chapitre 2. Bases méthodologiques



L'écloserie de Guernesegst une entreprise

familiale deproduction de semences d’huitre

et de palourdes. Située au niveau d’'ung

carriére de granit de 2,Bectares I'eau de mer
estéchangéea 'aide d’'une écluse au momer
des marées de printempgFigure 25)Cette
écloserie est en mesurde produire jusqu'd0

tonnes de naissains par an




Figure 26 Différentes étapes d'obtention des naissains puis des huitres adulteesAuitres adultes sont
maintenues a maturation dans une eau chaude puis mfsayar. L’émission des semences peut étre observée.

B- Culture des micro-algues servant a la nutrition. C, D- Début de la culture des miro algiébéachers puis

en grande structure externalisée. E, F- Les naissains obtenus sont transférés en bassin extérieur éssu du sit
http://www.guernseyseafarms.com/Oyster Seed/Hatcheryprocess.html)

Les huitres déja sexées sont réceptionnées dans
conditionnement bien particulier (Figure 27chaque
géniteur étant maintenu fermé l'aide d’un élastique.
Une bouteille d'eau réfrigérée permet de g
maintenir a basse température, pour un

conservation optimale et éviter les différences (

température, qui pourraient entrainer des choc

thermiques, et par la suite le frai.







Les résultats acquis par Féliba (réseau ayant mené une étude de la fécondité de I'huitre creuse dans le
bassin d’Arcachon en 2013 en lien avec la qudkt€eau) ont montré la présence d’huitres avec des
gonades peu développées a la fin du mois de juin dans le sud- est du Bassin, c'est-a-tieztares

situées en interne, notamment vers Comprian. Ces pourcentages ont pu atteindre les 60%. Au

contraire, au Nord-ouest et au Sud-Ouest du Baskdg, pourcentages d’huitres sans gonade

développée sont faibles dafisnsemble (Figure 29

Nous avons donc décidé pour la deuxieme campagne de prélevement end2aXet,nos recherches

sur deux autres sites bien distincts : Comprian, situé dans les eaux néritiques internes et au niveau du









Salinité (%) Salinité (%o) Salinité (%o)
ZRRBBS SREEBSNES ZRRBBS
07/01/2010 07/01/2010 07/01/2010
07/03/2010 07/03/2010 07/03/2010
07/05/2010 07/05/2010 07/05/2010
07/07/2010 07/07/2010 07/07/2010
07/09/2010 07/09/2010 07/09/2010
07/11/2010 07/11/2010 07/11/2010
07/01/2011 07/01/2011 07/01/2011
07/03/2011 07/03/2011 07/03/2011
07/05/2011 07/05/2011 07/05/2011
07/07/2011 07/07/2011 07/07/2011
07/09/2011 07/09/2011 07/09/2011
07/11/2011 07/11/2011 07/11/2011
07/01/2012 07/01/2012 07/01/2012
07/03/2012 07/03/2012 07/03/2012
07/05/2012 07/05/2012 07/05/2012
07/07/2012 07/07/2012 07/07/2012
07/09/2012 07/09/2012 07/09/2012
07/11/2012 07/11/2012 07/11/2012
07/01/2013 07/01/2013 07/01/2013
07/03/2013 07/03/2013 07/03/2013
07/05/2013 07/05/2013 07/05/2013
07/07/2013 07/07/2013 07/07/2013
07/09/2013 07/09/2013 07/09/2013
07/11/2013 07/11/2013 07/11/2013
07/01/2014 07/01/2014 07/01/2014
07/03/2014 07/03/2014 07/03/2014
07/05/2014 07/05/2014 07/05/2014
07/07/2014 07/07/2014 07/07/2014
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Tableau 1t Criteres d'étude sur les huitres natives du Bassin d’Arcachon au cours des deux campagnes de 2013
et 2014

2.1. Le test embryo-larvaire

Le bioessai sur le développement embrigovaire est un test d’écotoxicité agtique aigué. Ce test
embryotoxique a été décrit en détail dans la littérature par His et al. (1999), Geffard et al. (2002) et

Quiniou et al. (20059t a fait I'objet d’'une normalisation en 2009 (AFNOR, 2009

Pour des questions de logistique, les huitres prélevées dans le Bassin sont conservées toute une nuit
dans des glacieres oxygénées a l'aide d’'un bulleur a une température inférieure a 18 °C pour ne pas

déclencher de frai, en attendant la réalisation du test embryo larvaire.









Dans le cas ou l'obtention des gamétes ne se fait pas paulsition thermique, un stripping de la
gonade peut étre réalisé. Pour cela, le muscle adducteur de I'huitre est sectionné, les tissus branchiaux
sont dégagés puis la gonade est isolée dans un bocal, contenant 500 mL d’eau de mer filtrée. A l'aide
d'un agtateur, de lIégers mouvements de pression de haut en bas de la gonade sont réalisés

permettant ainsi la libération des gametes.

B

2.1.4. Fécondation et ensememment des ceufs

La fécondation est réalisée par ajout, dans le bécher contenant les ovocytes, de quelques millilitres de
la suspension de sperme. A l'aide d’un agitateur, le tout est homogénéisé. Un prélévement est réalisé
puis analysé en microscopie poulssurer du départ du globule polaire attestant de la bonne
réalisation de la fécondation. Les ceufs ainsi fécondés peuvent étre ensemencés dans les microplaques,
contenant les solutions des conditions d’étude, a raison d’'un maximum @3@3 ceufs par
micropuits de 2 mL. Pour cela, 5 yL du mélange sont prélevés, puis, au microscope, le hombre
d’'ovocytes est dénombré. Ceci nous permet ensuite de déterminer la concentration en embryons

produits par chaque couple et d’introduire la quantité nécessaire dangughpuit.






Figure 33 : Test embryo-larvaire sur huitre creuse. A - Larve D témoin & T 24h ne portant aucun signe de
malformation. B et C - Anomalie de la coquille : la charniére peut étre concave ou bien convexe ou la coquille
présenter une échancrure. D et F - Anomalie du manteau : Le manteau peut étre rétracté entre les valves de la
coquille voire hypertrophié, pouvant aller jusqu’a I'expulsierAfomalie de segmentatiarL.’embryogénése

est alors bloquée. Observations au grossissement X200



Tableau 12 : Schéma expérimental du test de toxicité des spermatozoides et des ovocytes



2.3.1.1. Traitement des échantillons
Les échantillons d’huitres adultes broyés sont décongelés et placés a I'étuve 48h au minimum a 45 °C
afin d’éliminer I'eau. De cette maniere, les résultats sont expripagsapport a la masse seche, ce qui
permet de s’affranchir des variations de teneur en eau liées a I'essorage du corps mou par exemple.
Les échantillons sont ensuite digérés dans 3 mL de HNO3 pur dans un milieu sous pression a 100 ° C
pendant 3h (hot block CAL 3300, Environmental Express, USA). Les digestats sont ensuite dilués dans
18 mL d’eau ultra puréMilli-Q, Bedford, MA, USA).

Les échantillons d’eau conservés a 4°C sont homogénéisés puis dilués au tiers dans de I'acide nitrique

3% avant d’étre placgsur les racks de la machine pour étre analysés.

2.3.1.2. Analyse des échantillons
Le cuivre est mesuré par spectrometre d'émission optique couplé a un plasma inductif (ICP-OES 720,
Agilent Technologies). La concentration en métal dans le corps des individus est exprimée en mg/kg
de poids sec. La validité de la méthode est vérifiée périodiquement avec du matériel certifié Tort-2 et
Dolt-4 (hépatopancréas de homard et foie de roussette CNRC-CNRC, Ottawa, Canada)esirées val
obtenues doivent étre dans les gammes certifiées. La limite de détection pour le Cu dans la matrice

biologique huitre est de 0.005 md.kt de 0.3 pg.tpour 'eau de mer

Un ICPOES, appareil qui résulte du couplage entre un plasma d’argon induit par haute fréquence et
un spectromeétre, est un instrument de mesure destiné a réaliser des analyses €lémentaires par
spectrométrie d’émission atomique. Pour cela, préalablement a la mesure, I'échantillon liquide est
nébulisé en aérosol afin d’'étre introduit dans I'lCP. La premiére fonction du plasma est d'éliminer le

solvant et transformer I'échantillon en particules microscopiques. Les étapes suivantes impliquent la



Figure 34 Schéma des différentes étapes subit par I'échantillon par spectrométrie d’émission optique couplé a
un plasma inductif

2.3.2. Le métolachlore

2.3.2.1. Solutions de contamination

Le dosage du métolachlore est réalisé par chromatographie en phase liquide a I'aide d’'un systeme
HPLC infinity 1290 Agilent Technologies, couplé a un spectrométre de masse triple quadripble Agilent
Technologies 6460. Les eaux a analgseit dopées a I'aide d’une solution native a la concentration
désirée. Trois blancs d'injection sont intercalés entre chaque échantillon afin de garantir un nettoyage
optimal du systéme chromatographique entre chaque échantillon et prétendre atteindre des limites
de détection aussi faibles que possible en s’affranchissant des contaminations croisées. Le

métolachlore est quantifié a I'aide d’une transition de quantification. Sa présence est attestée grace a



Tableau 13 : Limite de détection (LD) et limite de quantification (LQ) du métolachlore au cours des différentes
dates d'injection

2.3.3.2.Dans les huitres adultes

Au préalable, les échantillons, broyés au turax au moment de chaque campagne, sont décongelés,
disposés dans des barquettes en aluminium et pesés afin d’obtenir le poids frais. Les échantillons sont
refermés avec de I'aluminium puis recongelés avant d’étre lyophilisés (Heto PowerDry LL3000, Thermo
Scientific). La lyoplmsation permet de s’affranchir de I'eau. Pour cela, les barquettes contenant les
échantillons congelés sont placées dans le lyophilisataurohgélation a permis de faire passer I'eau
contenue dans le corps mou des huitres de I'état liquide a I'état solide. Par abaissement de la pression
dans I'enceinte de l'appareil, I'eau solide passe a I'état gazeux et s'élimine ainsi progressivement du
corps mou. C'est la sublimation. Pour cela, 24h ont été nécessaires. Une fois cette étape terminée, les
échantillons sont pgés afin d’'obtenir le poids sec. Il est important de noter qu’au cours de ces deux
campagnes, I'ensemble des prélevements réalisés au cours des différentes dates ont été regroupés
afin d’avoir plus de matiére. Nous n’avons donc différencié queites. Les composés suivants ont

été analysés dans les extraits d’huitres récoltés au cours des deux campagnes 2013:et-g924
Dichlorophenyl)urée (124 DCPU), 1-(3,4-Dichlorophenyl) urée (134 DCPU), 1-(3,4-Dichlorophenyl)-3-
methyl urée (1343 DCPMU), acétochlore , acétochlore ESA, acétochlore OA, alachlore , amethryn,
atrazine, atrazine 2 hydroxy , azoxystrobine, bentazone, carbendazime , carbetamide, carbofuran,
carbosulfan , chlorotoluron, chlorsulfuron, cyanazine, cyromazine, Atrazine-désethyl (DEA),
Atrazine-désisopropyl (DIA), diflufenican, dimétachlore, diuron, acide dimercaptosuccinique, N,N-
dimethylN’-p-tolylsulphamide (DMST), flazasulfuron , fluazifop-p-butyl , flusilazole , hexazinone,
hydroxy simazine , imidaclopride, irgarol, ,isoproturon, linuron, métazachlore, methiocarb,
métolachlore, métolachlore ESA , métolachlore OA , metoxuron, metsulfuron-methyl, nicosulfuron,
promethryn , propachlore propazine, propiconazole, prosulfuron, pymethrozine , quizalofop-ethyl ,
quizalofop-tefuryl , simazine, terbutryn, terbutylazine , terbutylazine desethyl , thiamethoxam. Leurs
numéros d'enregistrement unique auprés de la banque de données de Chemical Abstracts Service
(CAS) sont donnés en annexe (Annexe 3). Ces composés sont représentatifs de ceux couramment

retrouvésdans les eaux du Bassin d’Arcachon. lls sont anglgsésC/MS/MS via une méthode MRM






Tableau 14 : Limite de détection (LD) et limite de quantification (LQ) du protocole SPE pour chacun des
composés dosés dans la matrice huitre de la campagne 2013




Tableau 15 : Limite de détection (LD) et limite de quantification (LQ) du protocole SPE pour chacun des
composés dosés dans la matrice huitre de la campagne 2014










Tableau 16 : Les différentes étapes de coloration des tissus biologiques

3 minutes
3 minutes
3 minutes
3 minutes
3 minutes
3 minutes
3 minutes
3 minutes
5 minutes
3 a 5 minutes

5 minutes

Rincage
5 minutes

Rincage

5 minutes + Jeter
5 minutes
Différencier 2 minutes Jeter

Rincage
3 minutes
3 minutes

Bain d’attente montage

Toluéene 1
Toluéne 2
Toluene 3
Ethanol 100 °
Ethanol 95 °
Ethanol 95 °
Ethanol 90 °
Ethanol 70 °
Eau courante
Hématoxylinede Weigert
Eau courante
Eau déionisée
BiebrichscarletFushine acide
Eau déionisée
Acide phosphomolybdique
Bleu d’Aniline
Eau acétique 1%
Eau distillée
Ethanol 100°
Déshydratation Toluene 1
Toluene 2

OQNB=?A CKJ=@A

OQNB=?A PEOOQH=ENA







Figure 35 Schéma de synthese du développement de larves en grande quantité. Des contenants de 3L d’eau de
mer ont été placés dans une salle maintenue a 24 °C. 500 000 embryons sont introduits dans chacune de ces
bouteilles corrgsondant aux différentes conditions d’expositichémoin, 1 pg:tde cuivre, 100 ng-lide
métolachlore

2.5.2.  Principe de la gRT-PCR en temps réel

La RT-PCR a notamment été développée pour permettre la détection et la mise en évidence de
'accumulation d’'urARNm dit rare (Tagu and Moussard, 2003). La PCR est une technique qui consiste
a amplifier une séquence géniqueen définie. Pour cela il va s’agir, dans une premiere étape,
d’extraire les ARN messagers (ARNm) totaesx échantillons étudiés (cf. § 2.5.2.1) puis, dans une
deuxieme étape, de les rétro-transcrire, c'est-a-dire de les capieitro, en ADN complémentaire
(ADNc)monocaténaire : c’est la RT c'estdire la rétro-transcription (cf. § 2.5.2.Z’est a partir de cet
ADNc de chaque échdllon que l'amplification sera réalisée, c'éstdire la multiplication de la
séquence génique (cf. § 2.5.2.8es molécules d’ADN obtenues servent de matrice a la réaction de

PCR utilisant un couple d’amorces spécifiques de la séquence de 'ARN(iRigure 36).
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Figure 37 Courbe d’amplificationbtenues par PCR (issu du site http://www.sigmaaldrich.com/ )

Une fois 'amplificatiorierminée I'appareil couplé au logiciel détermine la courbe de fusion de chaque
amplicon par élévation progressive de la température de 65°C a 95°C. Pour cela a la fin de la PCR, la
courbe de fluorescence est suivie lors deugmentation progressive de la température jusqu’a
atteindre la température ou tous les ADN double brin se séparent. A un amplicon donné, correspond

une température de « fusion » donnée (Tm).

La réaction de PCR a été réalisée dans un thermocycleur MX3000P (Stratagene). Chaque réaction de
PCRréalisée dans des plagues de 96 puits, comprend, 17 $L de mix réactif (10 $L de Tp 2x (Syber
green, Tagpolymérase, dNTP, Mglet 7$L ED), 2 $L d’'un mélange d’amorces sens et -getis
spécifiqgue de chaque géne (2 $M final chacune) &L1d’ADNc de I'échantillon correspondant. Le
programmed’amplification commence par une activation de I'enzyme (95°C pendant 10 mirg suivi

de 40 cycles de PCR : 95 °C 30s ; 55 °C 30s ; 72 °C 30s.

2.5.2.4. Evaluation des niveaux d'expression génigue
Le niveau d’expression deadue géne est déterminé par rapport a celui des géenes de référénce (
actine, EF1-et RpL? dont I'expression est stable et ne présente pas de variation en fonction des
traitements expérimentaux appliqués. La difference des moments de s éntre la moyenne
des génesde référence et le géne d'intérét est calculéelom la méthode décrite par Livak et

Schmittgen, 2001 :



Les Ct correspondent au nombre de cycles nécessaires pour que la fluorescence émise dépasse
significativement le niveau basal permettant alors une détection par I'appaeiCt représente donc

le nombre de cycles n nécessaires pour atteindre le début de la phase exponentielle de la courbe de

PCR qui est dépendante du nombre de copies initiales de la cible. Moins il y a de copie de géne au

départ, plus le Ct sera élevé. Les Ct ont été obtenus par le logiciel MxPro-Mx3000P.

Pour comparer par la suite desonditions d’exposition aux facteurs environnementaux ou aux

polluants a des conditions contrdles, le facteur d'induction FI est calculé selon la farmule

2.6. Epigénétique

Des larves D sont conservées pour réaliser une étude épigénétique. Les individus parents ayant permis
I'obtention des larves onégalement été disséqués afin de récupérer 20 mg de branchies et 20 mg de

glande digestive a la fois sur les males mais aussi sur les femelles. Deux réplicats de chaque
prélevement sont realisés (Figure 38). 500 uL de RNA Later sont ajoutés puis les échantillons sont

conservés a80 °C en attente d’analyse.

Nous nous intéresserons uniguement au taux de méthylation de I'ADNcipale modification
épigénétique de I'ADN en rapport avec I'empreinte parent@lette modification consiste en I'ajout
d'un groupement méthyle-CH) a la place d'un atome d’hydrogéne au niveau d’'un azote ou d’'un
carbone de la moléculd’ADN.Ces analyses étant toujours en cours, elles ne seront pas développées

dans le cadre de ce manuscrit.



Figure 38 : Protocole de prélevement des branchies et de la glande digestive sur les géniteurs

3. Développement d’'un systeme d’analyse comportemental

Un systemne d’'analyse du comportement larvaire a été développé dans le cadre de cette these.
L’objectif principal était de pouvoir déterminer la vitesse de nage ainsi que les différents mouvements
réalisés par les larves en fonction des différents traitements imposés : en présence ou non des
différents contaminants, en fonction des températures d’exposition, en fonction des différentes dates
de préléevements. Pour cela le logiciel ImageJ a été utilisé et un pluggin ainsi qu’'une macro, spécifiques
a notre étude, ont été développés en collaboration avec Alicia Romero-Gomez (Laboratoire EPOC,
équipe ECOBIOC). Ce logiciel a été développé par le National Institute of Health (NIH). Il est écrit en
Java, ce qui Iui assure une compatibilité sur une large gamme de machines
(http://imagej.nih.gov/ij/docs/intro.html). Les élements développés dans le cadre de cette étude

seront traités dans le chapitre 7.
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Chapitre3. Analyse des effets combinés de la salinité, du cuivre
Smeétolachlore sur les capacités de reproductiole eéeveloppemen

embryo-larvaire de I'huitre creus@gonaise
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Figure 39 : Moyenne des mesures de pH (xécart type) pour chaque salinité de 18 a 33 u.s.i apres dilution avec de
I'eau ultra pure

Discussion
Ces essais préliminaires ont permis de mettre en évidence une absence de modification de pH dans les

différentes solutions d’eau de mer. Ceci permet d’'éliminer un facteur de variation supplémentaire qui peut
avoir une influence sur la variabilité des pourcentages de malformations larvaires. En effet le ptéwu mili
peut jouer un rdle dans la calcification des bivalves. Des études antérieures ont montré que le succes de

reproduction et les mécanismes biologiques impliqués dans la calcification peuvent étre prématurément



interrompus ou perturbés lorsque les larves véligéres @mssostrea gigasont exposées a un

environnement acidifié. Ceci peut aussi réduire leur viabilité (Barros et al., 2013).

2. Article 1 : Effets combinés de la salinité et des polluants sur le
developpement embrydarvaire de I'huitre creuse Crassostrea gigas dans |
Bassin d’Arcachon
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Chapitre 4. Effets combinés des changements de températur
cuivre et du S-métolachlore sur le déeveloppement embryo-larvai

I’huitre creuse Japonaise
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Figure 40 : Pourcentage de saturation en oxygéne dans les micropuits avant incubation (TOh) et a la fin de
l'incubation (T24h) a différentes températures (20, 22, 24, 26, 28, 30 °C) en absence (A) ou en pyékence (B
larves
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Figure 41 : Pourcentage de saturation en oxygéne dans les micropuits avant incubation (TOh) et a la fin de
I'incubation (T24h) a 24 °C en présence de larves contaminées au cuivre (A) ou au métolachlore (B).
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Figure 42 Pourcentage de malformations larvaires en I'absence de contamination ou en présence ded2 pg.L
cuiwe selon deux méthodes d’incubation A (Puits a 30 °C avant inoculation, inoculation puis incubation 24H a
30 °C) ou B (puits a température ambiante (24°C avant inoculation, inoculation puis incubation 24H a 30°C)






2. Article 2 : Effet combinés des températures et des polluants sur le
développement embryo-larvair@le I'huitre creuseCrassostrea gigas
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Les Jacquets

Figure 1: Sampling site for mature oysters (stars) in the Arcachon Bay (SW France)



5H,0) and S-metolachlor. Working solutions were obtained diluting the stock solutions (100
mg.L! for copper and 250 mg!Lfor S-metolachlor) in FSW and were chemically analyzed. Three
concentrations of exposure were selected for copper: 1, 10 and 5¢ podL. for -S-metolachlor: 10,

100 and 1000 ngL

The working solutions were chemically analyzed to confirm pollutant concentrations. For chemical
analysis of copper at 1 and 10 pd.keach seawater sample was acidified with 5% final of nitric acid
(Nitric acid 65%, Fluka). Samples were then analyzed by Inductively-Coupled Plasma Optic Emission
Spectrometry (ICP-OES, Vista Pro, Agilent Technologies) and by Inductively-Coupled Plasma Mass
Spectrometry (ICP-MS, Xseries2, Thermofisher Scientific). The standards solutions were prepared from
a multielementary calibration solution (Astasol-Mix M010, Analytika, Czech Republic), in a seawater
certified solution (NASS-6 from NRCC-CNRC, Ottawa, Canada). The samples were diluted in a 3% final
nitric acid solution (made from a nitric acid 65% FisherScientific Trace Metal Grade solution) 1:2 (v/v)
for ICP-OES analysis and 1:3 (v/v) for ICP-MS analysis. Quantification limit wereé (IQRyQES) and
0.3ug.L (ICP-MS).

For chemical analysis of copper at 50 figthree replicats of 10 mL each (stock solutions and FSW)
were acidified with 5% final of nitric acid (Nitric acid 65%, Fluka). Samples were then analysed by
Inductively-Coupled Plasma Optic Emission Spectrometry (ICP-OES 720, Agilent Technologies,
Arcachon, France). The validity of the method was periodically checked with Tort-2 and Dolt-4 certified
materials (lobster hepatopancreas and dogfish liver from NRCC-CNRC, Ottawa, Canada) and values

obtained were within the certified ranges. Quantification limit was 0.3 f1ig.L



1.3 Embryotoxicity assay

For oysters from the commercial hatchery, male and female were induced to spawn by thermal
stimulation, alternating immersion in FSW of 15 °C and 28 °C for 30 min. Spawning males and females
were individually isolated in beakers with 0.2 um FSW. They were left undisturbed for 15 min and were
then removed from beakers. Eggs and sperm from two individuals were selected to give a single
pairing. Sperms and eggs were sieved separately through a 50 um and 100 um meshes (Sefar Nitex),
respectively to eliminate debris and feces. Sperm mobility was checked and the number of eggs was
counted under microscope (LEICA DME) at a magnification of 100. Eggs were fertilized with sperm in
ratio of 1:10 (egg:sperm) homogenizing with an agitator to prevent polyspermy. Fertilization success
was verified under microscope, and embryos were then counted and transferred to 24-well microplate
(Greiner Bio-One, Cellstar free of detectable DNase, RNase, human DNA and pyrogens) for
embryotoxicity assays. The embryotoxicity assay has been described in details by His et al. (1999) and

Quiniou et al. (2005) and normalized (AFNOR, 2009). Fertilized eggs (around 500 eggs) were exposed



The eggs density was slightly changed compare to the
recommended AFNOR document specifying densities between 20 000 and 50 000 embryos per liter.
These microplates were incubated at 24 °C for 24 h in the dark or 20, 22, 26, 28, 30 °C. After incubation,
25 ul of 1% buffered formalin were added and the percentage of abnormal oyster larvae was recorded.
Hundred individuals per well were directly observed under inverted microscope (Nikon eclipse
TS100/TS100-F; TS100 LED MV/ TS100 LED-F MV) to determine the number of abnormal D-shell larvae
according to the criteria described in His et al. (1999) and Quiniou et al. (2005). An important
prerequisite reading the test is the presence, in control condition (24 °C in the absence of
contamination) of less than 20 % of larval abnormalities. In this experimentation, four different couples

were used and four replicates were performed for each conditions.

For oyster’s native from the Arcachon Bay (wild and cultivaigainetes were obtainety stripping
mature oysters. For that, gonad is isolated from the rest of the body, put into a beaker with 0.2 um

FSW and then pressed gently to bring out the mature gametes controlled under microscope.

1.4 Statistical analysis

All data is expressed as means * standard deviation (S.D.). Data was first processed using the

transformation:_. P corresponds to the raw data (frequency of abnormalities)
specified in p values from 0 to 1 (Legendre and Legendre, 1B@8)ogeneity of variance (Levene’s

test) was verified and statistical analysis was performed by the Kruskal-Wallis tests. Differences among
data between conditions were then performed using Kruskal post hoc test (equivalent to the tuckey
HSD test for non-parametric data). Significance difference was accepted when p < 0.05s0The EC
defined here as the toxicant concentrations causing 50% reduction in the embryonic development was
calculated by PRISM 5 software (GraphPad software, California, USA). For the joint action toxicity of
pollutants and temperature, the synergistic ratio (SR) model after Hewlett and Packett (1969) was
used.

Wr “° f .Stec..fZ f..—<2% fZ'f f— =St "t f"fe. . F —Fe'f"{
Wr > f . Stec..fZ ™Mc=S t< " f"fe— —Fef"f-——"%

54 I-

Where SR=1 joint action is described as Additive, SR<1 joint action is described as Antagonistic and

SR>1 joint action is described as Synergistic.
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Table 6: Analysis (based on synergistic model) of 24hv&Ges with 95% confidence intervals (in parenthesis)
of copper alone for reference temperature (24°C) and copper with different temperature. SR : synergistic ratio

2.2.3 Metolachlor exposure

Organisms were exposed to metolachlor under three different temperatures. There is a dose depend
increase of abnormal D-larvae exposed to metolachlor. At 24°C, significant difference between control
condition and environmental concentration of metolachlor (at nominal concentration of 10)ngds
observed foreach oyster groups but with a higher sensitivity of hatchery’s oysters (Fig. 4). However,
the two highest concentrations tested do not show more sensitivithiathery’s oystersompare to

native oysters from the Arcachon Bay. At 28°C, significant difference of the two first concentrations
tested compared to 24 °C appears except for wild oysters from Les Jacquets. At 20 °C, in comparison
with 24 °C, there is a significant increase of the percentage of larval abnormalities whatever the
concentration testecand whatever the study condition. At 20°C and 28°C, hatchery’s oysters appears

significantly more sensitive that oysters from the Arcachon Bay whatever the concentration tested.



Larval abnormalities (%)

o
S
0
@
=
=
=
S
o
c
o]
o]
B
>
S
]
—

Larval abnormalities (%)

fghij def
jkim
fg
ImTo mio
r

Wild Cultivated Wwild Cultivated
Comprian Les Jacquets Hatchery

20°C

fghijk
jkIm hijkl jkim

Imnop
mno mnop rs Imno
rs
rst p% 1
tu
uv

Wild Cultivated Wild Cultivated
Comprian Les Jacquets Hatchery
24°C

abc a a

fghij cdef
rwipy fg kimn fghljk
o qi I]k|
oiq

wild Cultivated Wild Cultivated
Comprian Les Jacquets Hatchery
28°C
m Control m10 =100 m1000










High temperatures should increase the assimilation of heavy metals as their solubility increased with
temperature (Cairns et al., 1975). Thus, metal toxicity generally increases with rising temperatures
(Maclnnes et Calabrese, 1979; Heugens et al., 2000). Rao and Khan (2000) studied Cu toxicity in the
zebra mussel. The authors found that increasing temperatures increased the toxicity of Cu to the
mussels and they attributed this effect to higher metabolic rates at higher temperatures leading to
higher exposure to the metal. Similarly, in our work, copper toxicity increases with higher
temperatures. In fact, at 28 °C there is an exacerbation of the effect of copper on D-larvae development
with a percentage of larval abnormalities of 69 % + 5.06 at I'jig.tomparison to control condition

(38 % * 6.09) for oysters from hatchery. Moreover the 24h&ue obtained of 5.7pgiconfirms

the extreme sensitivity of D-larvae from hatchery compared to the optimal development temperature
(9.8 ug.t). At 28°C, embryos from the native oysters showed a higher resistance to combined effects
of high temperature and copper exposure with a percentage of larval abnormalities of 45.7 % + 18.3
at the Cu concentration of 1 pgtlwhich is lower than hatchery’s oysters. Nevertheless, there was also

a synergistic impact of elevated temperature and copper on embryos from native oysters (2.2 + 0.9).
The exception to this was for cultivated oysters from Les Jacquets, where a moderate antagonistic

mode of action is noticed with SR=0.8. So, at elevated temperature, despite showing mainly a



Comprian

Les Jacquets Wwild




Comprian

Les Jacquets Wwild


















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































