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La plupart des invasions biologiques sont la consgge de I'arrivée d’'une nouvelle
espéece dans un écosystéeme (Carlton, 1996; Williapnk®06; Ruizet al, 1997; Occhipinti-
Ambrogi et Savini, 2003; Valérgt al, 2008). La capacité déispersiond’une espece est un
mécanisme écologique fondamental Iui permettantchdipper a des modifications
environnementales déléteres et de coloniser deeaoxv milieux (Hamilton et May, 1977;
Holt, 1990; Palmeet al, 1996). Cette dispersion peut se faire soit gifusion dans un
environnement adjacent soit galtationdans une région géographiguement éloignée (Davis
et Thompson, 2000). L’installation, ou naturalisati d'une espéce dans un nouvel
environnement dépend ensuite de sa capacité dends facteurs écologiques et a se
reproduire sans lintervention de 'Homme (Mollisal®86; Williamson, 1996; Enet al,
1997; Boudouresque, 2005). Lorsque la colonisatiomilieu entraine dgserturbations du
fonctionnement de I'écosystéemendte, I'espéce peut étre considérée comnmevasive »
(Williamson, 1996; Ruizet al, 1997; Davis et Thompson, 2000; Barbier, 2001;
Boudouresque, 2005; Valégt al, 2008; Bioretet al, 2009). De par leurs interactions avec
certaines espéces exploitées par I'Homme et/ou desmmages matériels qu'elles
occasionnent, les espéces invasives peuvent égalenmr desonséquences économiques
importantes aux niveaux local et régional (Williams1996; Barbier, 2001; Pimentd al,
2001; Occhipinti-Ambrogi et Savini, 2003; Boudouges, 2005).

Le développement deactivités anthropiques a entrainé une augmentation des
transferts, intentionnels ou non, d’espéces vivaui@ns de nouvelles aires géographiques,
parfois trés éloignées de leurs aires de répartitiaturelles. Une part importante de ces
transferts se situe au niveau des zones cotieteseim desquelles le nombdiespeces
introduites par 'Homme n’a cessé de croitre depuis €846t 16™ siécles (Carlton, 1985;
1989; Vermeij, 1991; Carlton et Geller, 1993; Gan]t1996; Cohen et Carlton, 1996; Ratz
al., 1997). Dans ces régions, caractérisées par ute gooductivité biologique et par une
biodiversité élevée (Mann, 1982; Levinton, 1995li&a, 1995), les introductions volontaires
d’espéces marines sont principalement liées auivitést aquacoles (Li et Moyle, 1981;
Grizel et Héral, 1991; Carlton, 1992; Grizel, 1R96es introductions accidentelles résultent
de l'arrivée de propagules ou d'individus piégddraérieur des ballasts, fixés sur la coque
des navires, voire associés a d’autres organismexduits, dans le cas d’épibiontes ou de
parasites (Carlton, 1985; 1992; Williares al, 1988; Carlton et Geller, 1993; Ruet al,
2000). En regle générale, 0,1% des especes intesddeviennent des especes invasives
(Lodge, 1993; Williamson, 1996). Cependant, corgraent aux milieux terrestres et

dulcaquicoles, I'intérét porté aurvasions biologiques en milieux marin et estuariemst
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relativement récent, notamment a cause de l'augtient du transport maritime et de
'importation d’espéces pour I'aquaculture au calu2G™ siecle (Carlton, 1989; Rugt al,
1997; Nayloret al, 2001; Grosholz, 2002). Parmi les espéces maiimesduites, les
Bivalves suspensivoresgleviennent fréquemment les espéces dominantégpi@line ou de
'endofaune, et leur influence sur le fonctionneindas écosystemes littoraux en fait des
organismes susceptibles de devenir invasifs (Ggrit899).

Par le biais de leurs mécanismes d’alimentatiodesteur capacité a construire des
biohermes, certaines especes de Bivalves, qualifiéecingénieurs des écosystéemeset
incluant notamment les huitres, peuvent modifisrcieractéristiques physiques et biologiques
de leur environnement (Hughes, 1991; Dame, 1996pks; 2002; Cranforet al, 2003;
Dame et Olenin, 2005). Les Bivalves suspensivomd $£s principaux consommateurs
primaires des écosystemes cétiers et participest aux flux de matiéres et d’énergie entre la
colonne d’eau (pelagos) et le systeme benthiqueti{bs) (Dameet al, 1980; Asmus, 1987,
Jargensen, 1990; Pries al, 1995; 1998; Dame, 1996; Dame et Olenin, 20053.daaticules
en suspension sont capturées, puis subissent lewtic® au niveau des branchies et/ou des
palpes labiaux avant d’étre ingérées (Newell edalor 1983; Shumwagt al, 1985; Prinset
al., 1991; Beningeret al, 1992; 2008a; 2008b; Ward, 1996; Beninger et 8tJd997;
Cognie et al, 2001; Ward et Shumway, 2004; Dutergt al, 2007). Le traitement des
particules fait que certaines dentre elles somndférées, sous forme de biodépots
(pseudofeces et feces) vers le systeme benthicamdbt al, 1984; Kautsky et Evans, 1987;
Deslous-Paolet al, 1992), tandis que I'excrétion dissoute enrichitblonne d’eau en sels
nutritifs (Dameet al, 1989; Prins et Smaal, 1994; Asneisal, 1995). Ces phénoménes sont
amplifiés lorsque les individus sont présents eriefo densités, comme dans les parcs
conchylicoles ou dans les récifs biogéniques dibsitLes biohermes peuvent également
affecter I'hnydrodynamisme et la biodiversité dese® cotieres. Ces barrieres naturelles
dressées en travers du courant entrainent, en, €deparition de zones abritées dans
lesquelles les phénoménes de sédimentation et aBement vont étre accentués (Dame et
Patten, 1981; Lenihan, 1999). De plus, la tridin@msalité des biohermes et des
amoncellements de coquilles environnants favoriseroncentration de la biodiversité en
procurant des substrats aux organismes sessilesrqahgues, balanes, huitres, moules,
polychetes sédentaires, éponges, ascidies, ...)i gires des habitats refuges pour les
organismes vagiles (crabes, poissons, ...) (Hily91@oulletquer et Héral, 1991, Breitburg
et al, 1995; Everetet al, 1995; Lenihan, 1999; Ruesiekal, 2006).



Une des espéces marines les plus transplantéeléhéiste creuse du Pacifique,
Crassostrea gigas, originaire de l'ouest de I'Océan Pacifique etvéke au Japon depuis
plusieurs siécles (Korringa, 1976; Ruesiak al, 2005). Au cours du 28° siécle, ce
Mollusque Bivalve a, en effet, été importé dansdebreuses régions coétieres du monde afin
d’y étre cultivé et représente actuellement 97,4%adproduction ostréicole mondiale (FAO,
2007). Certaines introductions ont échoué, notamirdans des régions trop froides comme
I'Alaska ou dans les eaux trop pauvres en nougite I'Océan Pacifique sud (Glude, 1984;
Eldredge, 1994; Ruesingét al, 2005). CependanC. gigasest actuellement cultivée aussi
bien dans les eaux chaudes du Mexique et de l'Alisstrque dans les eaux tempérées de
I'Europe de I'Ouest et de la cote ouest des Etatis;lhinsi que dans les eaux plus froides du
Canada (Ruesinkt al, 2005). Dans la plupart de ces régions, le sudedintroduction de
C. gigas a permis de développer ou de relancer une osliiieumise a mal par la
surexploitation des especes locales ou par deoatmz (Andrews, 1980; Newell, 1988;
Quayle, 1988; Grizel et Héral, 1991; Maanhal, 1991; Ruesinlet al, 2005). Cependant,
jusqu’au début des années 1990, les recrutemenielsadeC. gigas étaient trés irréguliers,
voire absents dans les écosystémes tempéres fieitlsémisphere nord (latitude supérieure
a environ 40°N) ou l'ostréiculture était alors dégante des apports exogenes d’individus (Le
Borgneet al, 1973; Goulletquer et Héral, 1991; GoulletqueQ3;9Robert et Gérard, 1999).
En revanche, depuis environ deux décennies, césnggnt vu le développement de récifs
naturels deC. gigasconsécutifs a des recrutements massifs et regulitgiseet al, 1999;
Wehrmannet al, 2000; Diederichet al, 2005; Cognieet al, 2006; Danker®t al, 2006).
Bien que ces proliférations soient encore trop mée pour que leurs conséquences sur les
écosystemes puissent étre mesurées avec prédesq@remiéres observations réalisées sur le
terrain et les connaissances acquises sur l'inflegrépondérante des Bivalves au sein des
zones cotieres font qué. gigas est actuellement considérée comme une espece imnvas
dans les écosystemes tempér@Reiseet al, 1999; Wehrmanet al, 2000; Diederich, 2005;
2006; Cognieet al, 2006; Brandet al, 2008).

En l'absence de données sur de nouvelles intrazhsstila prolifération d&C. gigas
dans les écosystemes tempérés a été attribuéeeaukements d’huitres férales c’est-a-
dire issues de la reproduction des huitres d’éev@yizel and Héral, 1991; Drinkwaard,
1999; Wehrmanet al, 2000; Diedericlet al, 2005; Smaaét al, 2005; Cognieet al, 2006;
Dankerset al, 2006). Chez un organisme poikilotherme con@ingigas la reproduction et le
développement larvaire sont dépendants des congligavironnementales, notamment de la

température de l'eau et de la ressource trophi@endet al, 1926; Loosanoff, 1962;
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Andrews, 1979; Sastry, 1979; Mann, 1979; Arakav@®0]1 Ruizet al, 1992; Deksheniekst
al.,, 1993; Strathmanset al, 1993; Shatkiret al, 1997; Chéavez-Villalbat al, 2001; 2002;
2003; Hofmanret al, 2004; Fabiowet al, 2005; Rico-Villaet al, 2008 ). Ainsi,C. gigas
étant originaire d’un habitat tempéré chaud, ité suggéré que la prolifération des huitres
férales pouvait étre liée au réchauffement des diiaxales au niveau des écosystemes
tempérés qui étaient auparavant trop froids poutesir un recrutement régulier de naissains
(Le Borgneet al, 1973; Gruett al, 1976; Goulletquer, 1995; Drinkwaard, 1999; Diecler
et al, 2005).Cependant, aucune étude n’a clairement démontré et des variations de
la température de I'eau sur le recrutement naturelde C. gigas dans les écosystemes
tempérés.De plus, bien qu’en I'absence de nouvelles intrtidns de géniteurs, les premiers
recrutements d’huitres férales soient attribués @production des individus en élevage, les
générations successives d’adultes féraux reprageé@gmlement une réserve potentielle de
géniteurs (Cardoset al, 2007; Brandtet al, 2008).La capacité de reproduction des
huitres férales et leur potentielle contribution aurecrutement naturel de naissains
devraient donc étre prises en compte dans la comgrénsion de leur prolifération.
Actuellement, I'une des principales préoccupatid@ss a I'invasion des huitres férales
dans les écosystemes tempérés esiohapétition trophique potentielle avec les espéces
exploitées de Bivalves (Reise, 1998; Sn&all., 2005), notamment dans les zones d’élevage
de C. gigas (Martin et al, 2005; Cognieet al, 2006). En effet, dans ces zones, la
concentration de géniteurs favorise le développérdeme grande densité d’huitres férales
qui partagent la méme ressource trophique queudsehl d’élevage. Ainsi, 'augmentation
non contrdlée de la quantité d’huitres férales magoport aux stocks d’huitres d’élevage
constitue un risque vis-a-vis des futurs rendemerdféicoles, notamment dans les
environnements trés turbides, caractérisés pafailole qualité de la ressource trophique. De
plus, contrairement aux huitres d’élevage qui antvent une origine exogene (écloserie,
parcs de captage géographiqguement éloignés) etequéstenin situ que quelques années
(Goulletquer et Le Moine, 2002), les huitres fé&salgui passent toute leur vie dans le méme
ecosysteme, sont susceptibles de subir une sélectiturelle et de mieux s’adapter a la
variabilité et aux valeurs extrémes des conditiemgronnementales. Il apparait notamment
gue les huitres férales peuvent se développer dassconditions de concentrations en
matiéres en suspension nettement supérieures auiks gehysiologiques d'arrét des
mécanismes d’alimentation mis en évidence chez pagmilations cultivées d€. gigas
(Deslous-Paoliet al, 1992; Pastoureaudt al, 1996; Barilléet al, 1997b). A I'heure



actuelle, les mécanismes, permettant aux huitresrédes de tolérer les fortes turbidités,
n’'ont pas encore été élucidé@utertreet al, 2007; Beningeet al, 2008Db).

La capacité trophique d’'un écosystéme ostréicole, correspondant a la tg@an
maximale d’huitres pouvant y étre cultivées sanmération des taux de croissance et de
mortalité (Bacheret al, 1998; Sara et Mazzola, 2004; McKindsetlyal, 2006), peut étre
évaluée par l'intermédiaire de modéles utilisang tles mathématiques pour traduire, de
facon simplifiée, des processus biologiques et iglgs, et ainsi simuler le fonctionnement
de cet écosysteme (Bacher, 1989; Gerdl, 1993). Ces modéles écosystémiques se basent
sur des sous-modeles biologiques correspondant diifigrents maillons des réseaux
trophiques (Herman, 1993; Bachetr al, 1994; Raillard et Ménesguen, 1994; Haney et
Jackson, 1996; Barilléet al, 1997a). PourC. gigas les modéles écophysiologiques
individuels prennent en compte I'énergie acquise (e biais des mécanismes de
lalimentation ainsi que la répartition de cetteekgie dans les différents compartiments
biologiques (croissance somatique, réserves-gonaidesissance coquilliere), en fonction
des variations des conditions environnementalesvéP@t al, 1992; Barilléet al, 1997a;
Kobayashiet al, 1997; Gangneret al, 2003; Pouvreawt al, 2006). Malgré les études
réalisées sur les réponses écophysiologiqués degas(Deslous-Paolet al, 1987; Bougrier
et al, 1995; Pastoureaust al, 1996; Barilléet al, 1997b; Wardet al, 1998), la plupart des
modeles de croissance ne sont pas adaptés poinddedus cultivés dans des conditions de
fortes turbidités (Powekt al, 1992; Kobayashet al, 1997; Mélédeet al, 2001; Gangnery
et al, 2003). Afin de développer de tels modéles, ilampji donc nécessaire de comprendre
les mécanismes d’alimentation permettant aux huteetolérer des conditions extrémes de
turbidité, et méme de proliférer (Barillét al, 1997a). La compréhension de cette
prolifération nécessite également de mieux appréhder I'influence des fortes turbidités
sur la répartition de I'énergie au sein des individs. Ceci est d’autant plus important que le
stress physiologique lié a I'intensification dedé@roduction des huitres cultivées pourrait étre
a l'origine des mortalités estivales massivesQlegigasobservées sur le littoral francais
depuis une quinzaine d'années (Goulletcpteal., 1998; Bertheliret al, 2000; Soletchnilet
al., 2006; Delaportet al, 2007).

Les études présentées dans ce travail de thespoantobjectifs de déterminer les
mécanismes écophysiologiques permettarE. agigas d’établir des populations pérennes
d’huitres férales dans les écosystemes tempéfgisléarde la cote atlantique francaise. Afin
d’améliorer la gestion de ces écosystemes, unéinparticulier est porté a la caractérisation

de linfluence des fortes concentrations en matiere suspension sur les stratégies
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d’alimentation et de reproduction de cette espeéee.bassin ostréicole de la baie de
Bourgneuf a été choisi comme site modele pourreestix car c’est un écosysteme tempéré
récemment envahi par les huitres férales et caiseigar un fort gradient de turbidité.

Le premier chapitre de ce travail présente les caractéristiques mdoglyues,
anatomiques et physiologiques de I'huitre crelisessostrea gigadl détaille les structures et
mécanismes impliqués dans l'alimentation suspensieb dans la reproduction, ainsi que le
déroulement de la vie larvaire jusqu’a la fixati@® chapitre aborde également I'introduction
et I'élevage de&€. gigasdans les écosystemes cétiers francais.

Dans ledeuxieme chapitre I'étude expérimentale des réponses fonctionnelles
mécanismes d’alimentation d& gigasmontre que la tolérance des huitres férales vis-a-
des fortes turbidités peut étre associée aux vammides tailles des branchies et des palpes
labiaux. Des études situ permettent également de démontrer l'influence vBEsations
spatiales et temporelles des concentrations enéraagn suspension sur la plasticité
phénotypique des tailles de ces organes palléaux.

Dans letroisieme chapitre, des analyses biométriques et histologiques pé&ntede
mettre en évidence les stratégies de reprodudatiaitu des huitres d’élevage et des huitres
férales en relation avec I'enregistrement en conties variables environnementales dans
deux sites présentant des conditions de turbiditéreintes. Dans le cadre de la prolifération
des huitres férales, ces résultats sont mis etiorelavec les variations des densités des larves

pélagiques et des intensités des recrutementsefatur



CHAPITRE 1:

BIOLOGIE ET ELEVAGE
DE CRASSOSTREA GIGAS
EN FRANCE






1.1. Alimentation suspensivore

1.1.1. Anatomie générale d€rassostrea gigas

Les huitres sont des Mollusques Bivalves apparteada famille des Ostréidés. La
coquille calcaire présente une dissymétrie bilé&dgpeononcée avec une valve gauche creuse,
fixée a un support solide par la sécrétion d’unecitnet une valve droite aplatie (Seed, 1983;
Eble et Scro; 1996). La morphologie des coquilldwiities présente un polymorphisme
important en fonction des conditions de croissaftedon, 1936; Gunter, 1938; Galtsoff,
1964). La charniére, de type dysodonte, reliantlgsx valves, se caractérise par la présence
d’un ligament abducteur, tendant a écarter lesegalgt par 'absence de dents (Stenzel, 1971;
Harry, 1985). Au moment de la fixation des larves & substrat définitif, le passage des
individus a la condition monomyaire est caracténis& la régression totale du muscle
adducteur antérieur et par I'hypertrophie du musclducteur postérieur, dont la contraction
s’oppose a l'action du ligament (Seed, 1983). Grardement anatomique s’accompagne
d’'une migration de la charniere vers la région a@tée de I'animal. Ainsi, la terminologie
utilisée pour l'orientation des huitres varie seles auteurs, suivant qu’ils se basent sur la
coquille ou sur les tissus mous (Galtsoff, 1964 rtdio et Yonge, 1964; Eble et Scro, 1996).
Dans I'ensemble des travaux ci-apres, l'orientatitas animaux correspondra a celle des
tissus mous : la bouche et les palpes labiaux éamosition antérieure, la masse viscérale
dorsale et les branchies ventrales (Figure 1).dradeur, la largeur et la hauteur de la
coquille correspondent respectivement aux axesr@ptestérieur, dorso-ventral et droite-

gauche.
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Figure 1. Anatomie générale derassostrea gigasaprés avoir enlevé la valve droite et le lobetdlo manteau.

Le manteau, formant deux lobes palléaux latérauixsgcretent chacun une valve,
recouvre la masse viscérale contenant I'essengéiglaiganes internes et délimite la cavité
palléale en contact avec le milieu extérieur. La#rbs sont des organismes épibenthiques,
qui ne possedent pas de siphons palléaux maisrgesl@uvertures inhalante et exhalante,
permettant respectivement I'entrée et la sortiau'@e la cavité palléale. Les produits issus de
la sélection pré-ingestive (pseudoféces), de ladlign (feces), de la reproduction (gamétes)
et de I'excrétion (composés azotés) sont libérés da cavité palléale avant d’étre expulsés
dans le milieu extérieur, via I'ouverture exhalarite cavité palléale contient également une
paire de branchies hypertrophiées impliguée daisnentation suspensivore (cf. 1.1.2). La
région céphalique atrophiée correspond a deux pdieepalpes labiaux entourant la bouche
(cf. 1.1.2). Le systeme digestif, contenu dans #&sse viscérale, se poursuit par un cesophage
court, un estomac en communication avec une glaligestive composée d’acini, et un

intestin se terminant par I'anus (Figure 2).
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Figure 2. Coupe transversale au niveau de la jonction pdlpmschies deCrassostrea gigaggonades peu

développées).

1.1.2. Structure des branchies et des palpes labiau

Les huitres sont des organismes suspensivoreseqnowrissent essentiellement de

particules organiques en suspension (Figure 3;uxerb956; Paulmier, 1972; Cognrée al,

2001; Decottignie®t al, 2007). Apres leur capture, I'ensemble des pdescorganiques et

inorganiques en suspension est soumis a un traitepré-ingestif au niveau d’organes

palléaux spécialisés : les branchies et les pddegux (Yonge, 1926; Atkins, 1937; Foster-

Smith, 1975; Newell et Jordan, 1983; Shumwéagl, 1985; Newellet al, 1989; Prinst al,
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1991; Beningeet al, 1992; 2008a; 2008b;Ward, 1996; Beninger et St,J&897; Wardet
al., 1998; Cognieet al, 2001; Ward et Shumway, 2004).

Figure 3. Diatomées observées dans la lumiére de l'intestoendant d’une huitre. di: diatomée, li : lumiére

intestinale, pic : paroi intestinale ciliée.

Les branchies, de type hétérorhabdique pseudol@nagithe, sont constituées par
'agencement paralléle de filaments principauxefithments ordinaires, reliés entre eux par
des jonctions interfilamentaires permettant le pgegle vaisseaux hémolymphatiques (Figure
4; Atkins, 1937; Barillé, 1994; Le Pennet al, 2003a; Cannuel et Beninger, 2006). Les
filaments principaux sont séparés les uns des saytae des plis constitués de 10 a 20
filaments ordinaires. Au niveau de la surface fatendes filaments branchiaux, I'association
de systemes ciliaires complexes et de mucocytesgiela capture et le transport des
particules en suspension (Beningerl, 2005; Cannuel et Beninger, 2007). Chaque branchie
orientée suivant I'axe antéro-postérieur, est éepkn « W » et forme ainsi quatre lamelles
branchiales paralléles. Les jonctions entre le®ls, sillons dorsaux et gouttiéres ventrales,
présentent des voies ciliaires permettant le teahdes particules vers les palpes labiaux.
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ventral
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Figure 4. Structure des branchies d&rassostrea gigasA : Section transversale d’une huitre montrant la
disposition des branchies dans la cavité pallé&ateDétail de la coupe transversale d’un pli braalcbbservé en
microscopie optique. br : branchie, cel, cirresagrb-frontaux, cf : cils frontaux, cl : cils lagéx, fo : filament
ordinaire, fp : filament principal, gv : gouttiékentrale, hb : hémibranchie, ji : jonction inteafihentaire, Ip :
lobe palléal, os : ostium, sa : surface abfrontdi@e filaments branchiaux, sd : sillon dorsal, sfirface frontale

des filaments branchiaux, si : sillon. Les flechi&sches indiquent le trajet de I'eau filtrée pw branchies.

Chaque palpe labial présente une face externedissee face interne garnie de plis et
de sillons (Figure 5; Yonge, 1926; Atkins, 1937;9¢@, 1960; Barillé, 1994; Le Pennet
al., 2003b). Les plis sont inclinés vers la bouch@atent chacun, a leur apex, cinq voies
ciliaires, dont deux qui amenent les particules ‘arbouche. Les trois autres voies dirigent
les particules vers les sillons, vers la base d§sep et vers la bordure marginale des palpes.
Au niveau de chaque paire de palpes labiaux, E=sfanternes sont disposées en vis-a-vis et

recoivent les cordons muqueux de particules aché&spar les branchies.
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Figure 5. Disposition et structure des palpes labiauxCidassostrea gigasA: Région antérieure montrant la
jonction palpes-branchies (d’'aprés Galtsoff, 1968); Photographie en miscroscopie optique de la e€oup
longitudinale d’une paire de palpes labiaux. boudbe; cr: créte; cv: cellules vésiculaires; flcddisse; fp :

face plissée; Ib: lamelle branchiale; Ip: lobe @l si : sillon; vc: voies ciliaires.

1.1.3. Capture des particules en suspension

Le courant d’eau qui pénetre postéro-antérieurerdans la cavité palléale est dévié
vers la surface frontale des branchies par legatits synchrones des cils latéraux situés de
chaque c6té des filaments branchiaux (Wetrdl, 1993; 1998; Riisgardt al, 1996; Ward,
1996; Riisgard et Larsen, 2000). Le passage de& keala surface frontale vers la surface
abfrontale des branchies se fait au niveau dea.dStiez le bivalve homorhabdikdytilus
edulis les particules en suspension sont interceptéedgsecirres eulatéro-frontaux situés sur
la surface frontale des branchies et transféréesdes rangées de cils frontaux (Riisgérd
al.,, 1996). Cependant, en raison du faible développeie ces cirres chez les Ostréidés et
les Pectinidés, un mécanisme de capture hydrodypuemma été suggéré chez les Bivalves
hétérorhabdites (Owen et McRae, 1976; Benirggeal, 2005; Cannuel et Beninger, 2006).
Bien que les branchies de Bivalves ne fonctionmexg réellement comme des filtres, le
volume d’eau traversant les branchies par unitétadieps correspond a une réponse
physiologique communément appeléitration », qui a été estimé entre 2,1 et 5,5 kgt
de chair seche che&2. gigas(Figure 6; Deslous-Paoét al, 1987; Bougrieret al, 1995;
Ropertet al, 1996; Barilléet al, 1997a; Mélédeet al, 2001). Le taux de filtration d€.

gigasvarie en fonction des conditions environnementat@ame la température de I'eau et
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les caractéristiques des matiéres en suspensiamyfigoet al, 1995; Lassugt al, 1999;
Deslous-Paolet al, 1987; Barilléet al, 1997b; Mélédeet al, 2001). Au niveau des cils
frontaux, les particules capturées sont engluéas das sécrétions de mucopolysaccharides,
avant d'étre dirigées soit vers les sillons dorsaspit vers les gouttieres ventrales des
branchies (Warekt al, 1993; 1998; Ward, 1996; Beninger et St-Jean, h9&bgnieet al,
2003; Dutertreet al, 2007; Beningeret al, 2008a; 2008b). La suspension muqueuse
transitant dans les sillons dorsaux ainsi que taslans muqueux cohésifs des gouttieres
ventrales acheminent les particules vers les dauegde palpes labiaux entourant la bouche
(Bernard, 1974; Foster-Smith, 1975a; 1975b; Watrdl, 1994; Beninger et Dufour, 1996;
Ward, 1996). Au niveau des surfaces exposées aardoeomme les surfaces frontales des
filaments ordinaires et les gouttieres ventrallessécrétion d’'un mucus acide visqueux évite
la remise en suspension des particules (Benindeufeur, 1996; Beningegt al, 2005).

ChezC. gigas I'efficacité de rétentiondes particules par les branchies est influencée
par la taille et la forme des particules, ainsi gae la charge sestonique (Haven et Morales-
Alamo, 1970; Mghlenberg et Riisgard, 1978; Palmér Williams, 1980; Riisgard,
1988; Barillé et al, 1993; Ropertet al, 1996; Cognieet al, 2003). Quand la charge
sestonique est faible, les particules peuventgargellement retenues a partir d’un diametre
sphérique-équivalent de 2 um, mais seules lescpls ayant un diameétre supérieur a 6 um
sont retenues a 100 % par les branchies. En regangie augmentation de la charge
sestonique déplace le seuil de rétention a 100 1% des particules ayant un diametre plus
elevé. Chez les Bivalves, la quantité effectivepdeticules retenues sur les branchies par

unité de temps correspond atnsommation(Figure 6).
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Figure 6. Schéma conceptuel détaillant les processus plgsiples intégrés dans les modeéles

écophysiologiques de croissanceGtassostrea gigaémodifié d’aprés Barillét al, 1997; Haurest al, 2008).

1.1.4. Sélection pré-ingestive des particules

La sélection pré-ingestivecorrespond a la capacité des Bivalves a séle@mmparmi
les particules retenues par les branchies, cellesagont ingérées et celles qui seront rejetées
vers le milieu extérieur sous la forme de pseuddEigure 6). Ce mécanisme, qui s’opere
entre particules organiques et minérales (KigradoMehlenberg, 1981; Newell et Jordan,
1983; Newellet al, 1989; Urban et Kirchman, 1992; Waed al, 1998; Beningeet al,
2008a; 2008b), entre particules de natures difféselLoosanoff et Engle, 1947; Nelson,
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1960; Cognieet al, 2003; Dutertreet al, 2007) et/ou entre especes de microalgues (@&tcci
al., 1985; Shumwayet al, 1985; Bougrieret al, 1997; Bakeret al, 1998; Cognieet al,
2001), permet d’améliorer la qualité de la ratingérée (Iglesiast al, 1992; MacDonald et
Ward, 1994; Bacoret al, 1998; Urrutiaet al, 2001). Lefficacité de la sélection pré-
ingestivevarie suivant la qualité et la quantité de mati@resuspension (lglesiasal, 1992;
1996; Deslous-Paolet al, 1992; MacDonald et Ward, 1994; Navarro et Iglesii992;
Urrutia et al, 1996; Bacoret al, 1998; Hawkinst al, 1998; Cognieet al, 2003; Dutertrest
al., 2007; Beningeet al, 2008a; 2008b). Les données disponibles owigasmontrent que
l'efficacité de la sélection diminue pour des comcations en MES supérieures & 25 fhg.l
(Pastoureauckt al, 1996), et que la sélection pré-ingestive cessdetu de 150 mgi
(Barillé et al, 1997b).

Chez les Bivalves pourvus de branchies hétérorbedyde transport antagoniste entre
les filaments ordinaires et principaux a été déootnme une premiéere étape de sélection
basée principalement sur la taille des particlléarflet al, 1997; 1998; Cogniet al, 2003;
Beningeret al, 2005). En effet, I'acces aux filaments principaast conditionné par une
limite supérieure de taille correspondant a I'espaatre deux plis branchiaux successifs
(Cognieet al, 2003). Les particules suffisamment petites pdteiradre la surface frontale
des filaments principaux sont préférentiellemenigdes vers les sillons dorsaux, considérés
comme des voies d’acceptation des particules gogektion. En revanche, les particules
restées au sommet des plis, sur des filamentsaire# seront préféerentiellement transférées
vers les gouttieres ventrales, considérées commevaies de premier rejet des particules
avant ingestion. Lorsque la charge sestonique dépas certain seuil, les gouttieres ventrales
peuvent produire des pseudoféces afin de réguleplleme de particules a traiter par les
palpes labiaux. Ainsi, la production de pseudofétest pas toujours consécutive a une étape
de sélection pré-ingestive (Foster-Smith, 1975ajmgeret al, 1992).

Le rbéle des palpes labiaux dans la sélection myéstive a notamment été mis en
évidence lorsque la sélection sur les branchigsibhigas efficace. Chez les Bivalves munis de
branchies homorhabdites, comme les Mytilidés, Ealog de filaments principaux fait que
toutes les particules capturées sont acheminésdesegouttieres ventrales, puis triées sur les
palpes labiaux (Beningest al, 1997; Beninger et St-Jean, 1997; Watdal, 1998). En
revanche, chez les Bivalves a branchies hétéroitesbdommeC. gigas les palpes labiaux
operent, apres le traitement sur les branchiessaeoende étape de sélection pré-ingestive du
matériel particulaire (Cogniet al, 2003; Beningeet al, 2005; 2008b). Le traitement sur les

palpes labiaux concerne toutes les particules aiclées par les branchies, bien que certaines
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particules amenées par les sillons dorsaux puistemtingérées sans une seconde étape de
sélection (Wardet al, 1994). Les particules destinées a étre rejetéas fa forme de
pseudoféces sont dirigées vers les marges ventlaepalpes tandis que les autres sont
acheminées vers la bouche. Les palpes labiau®. dggasassurent également I'essentiel du
tri des particules trop grandes pour accéder daménts principaux des branchies (Coggtie

al., 2003). Un processus de fluidification des agregatqueux, permettant la dispersion et la
sélection individuelle des particules au niveau slg$aces plissées des palpes labiaux, a été
proposée chef. virginica (Newell et Jordan, 1983) et mise en évidence dezdulis
(Beninger et St-Jean, 1997). Bien que la morpheldfprme et taille) et/ou les propriétés
biochimiques des particules aient été suggéréesneonriteres de sélection au niveau des
palpes labiaux des Bivalves (Leroux, 1956; Kigrep®&ighlenberg, 1981; Newell et Jordan,
1983; Barilléet al, 1997b; Beningeet al, 2004; 2008a; 2008b; Bougriet al, 1997; Ward

et al, 1997; 1998a; Levintoat al, 2002; Cogniest al, 2003; Beninger et Decottignies, 2004;
Pales Espinosat al, 2007),la difficulté d’accéder in vivo a I'espace situé entre les faces
plissées des palpes et le fait qu'aucun récepteurochimique n’ait été observé sur ces
faces n’'ont pas permis d’établir avec certitude lesnécanismes permettant la sélection
des particules par les palpes labiauxLes pseudofeces produits par les branchies &#fou
palpes labiaux sont transférés sur des voiesrefidocalisées sur les faces internes des lobes
palléaux, puis entrainés vers l'ouverture exhalaaant d’étre expulsés vers le milieu
extérieur (Beninger et Veniot, 1999; Beninger eh@eael, 2006).
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1.2. Sexualité et reproduction

1.2.1. Sexualité

Les observations histologiques et I'étude des agrg suggerent quérassostrea gigas
est un hermaphrodite protandre de type altermaéfulier (Amemiya, 1929; Galtsoff, 1964;
Andrews, 1979; Gérardt al, 1995; Guocet al, 1998, Lango-Reynoset al, 1999). Lors du
premier cycle de reproduction le pourcentage dvildis méles est proche de 70 %, puis
diminue a 50 % lors du second cycle et devienteneht inférieur a celui des individus
femelles au cours des cycles suivants (Galtsofi418ndrews, 1979). Une méme huitre peut
changer de sexe entre deux saisons de reproduntain,cela n’est plus possible lorsque la
gamétogeneése a été initiee (Amemiya, 1929; Burok®83). Les cas d’hermaphrodisme
simultané sont rares (Amemiya, 1929; Lango-Reynds209). Chez les Bivalves, les
syntheses de certaines molécules (polypeptideshdras stéroides) varient en fonction du
sexe et suggeérent une origine génétigue du détesmmensexuel d€. gigas(Pazet al, 2001;
Bernayet al, 2006). Cependant, certains facteurs environneangrgemblent également étre
a l'origine de variations dans le changement de ¢&xmemiya, 1935; Egami, 1953; Geb
al., 1998; Steele et Mulcahy, 1999; Fabiabal, 2005).

1.2.2. Anatomie du systéme reproducteur

L’appareil reproducteur des huitres se présents koforme d’'une paire de gonades
temporaires, constituées d’acini ramifiés qui seellippent en périphérie de la masse
viscérale, en dehors de I'épithélium palléal (Fguf; Galtsoff, 1964; Andrews, 1979;
Eckelbarger et Davis, 1996a; 1996b). Au cours dulecge reproduction, le développement
des gonades entraine leur fusion, autour du systhgestif. Les acini en périphérie des
gonades sont différenciés en canaux évacuateugs,ailu gonoductes, et terminés par une
paire de pores génitaux s'ouvrant dans la chamtralante de la région postéro-ventrale de
la cavité palléale, prés du muscle adducteur. suticonjonctif inter-acinal est constitué

principalement de cellules vésiculeuses servamcker des réserves glucidiques sous forme
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de glycogéne (Bertheliet al, 2000). En période de « repos sexuel », les agnsont pas

visibles.

Figure 7. Développement des gonades au cours d’un cyclemeduction cheCrassostrea gigasA : début de
la maturation des gonades; B : maturation avaneéegdnades; C : gonades matures; D : Emissionptisor

des gameétes. ac :acinus; gd : gonade droite; ggadg gauche.

1.2.3. Gamétogenese

Chez les Ostréidés, les cellules goniales se dgwetd au niveau de I'épithélium
germinal des acini et se différencient de fagconrgeste vers la lumiere acinale (Galtsoff,
1964; Kennedy et Battle, 1964; Andrews, 1979). €lkubissent ensuite des mitoses
aboutissant a la formation de cytes primaires ({f)aptrent en prophase | de méiose, durant
laguelle le doublement de la quantité d’ADN entealm état tétraploide des cellules. La
premiére division de la méiose, ou division rédwmutelle, entraine la formation de cytes

secondaires (ll) diploides, qui subissent la seeodivision de la méiose, ou division
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equationnelle, pour donner des gameétes haploidesx s huitres méles, la spermatogenese
se déroule entierement dans les acini et permmids®on de spermatozoides matures dans le
milieu extérieur (Figure 8). Durant la spermatogeneles cellules germinales, qui se
présentent en couches successives, restent apgemeientre elles par des ponts
cytoplasmiques jusqu'a la formation des spermatidgsrainant ainsi une production
synchrone des spermatozoides matures au sein daechainus (Callard et Callard, 1998).
Chez les huitres femelles, I'ovogenése s'arrétepmphase |, aprées que le cytoplasme
hypertrophié des ovocytes ait accumulé des résépidgjues au cours de la vitellogenese, et
ne reprendra qu'apres la fécondation externe (Eigyr Leclercet al, 2000). Durant la
vitellogenése, les ovocytes | restent attachés patai acinale par un pédoncule (Lango-
Reynosoet al, 2000). Les ovocytes matures post-vitellogénétgaent libérés dans la
lumiere acinale et peuvent étre évacués lors deisséms de gametes. Dans les cas
d’hermaphrodisme simultané, un méme acinus peuteoondes gameétes males et des

gametes femelles (Figure 10).
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Figure 8. Spermatogenése ché&zrassostrea gigasA: Canal évacuateur et acini vides en périodaaims
sexuel; B: Différenciation centripete des cellujesminales males; C: Spermatides et spermatozaidages;
D : Canaux évacuateurs remplis de spermatozoides.aainus; la: lumiére acinale, Ice: lumiére dunala
évacuateur, ma: manteau, pce: paroi ciliée du cématuateur, spc: spermatocyte, spg: spermatogspie,

spermatide, spz: spermatozoide, ti: tissu integhcin
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Figure 9. Ovogenése cheZrassostrea gigasA: Ovocytes pré-vitellogéniques; B: Ovocytes Nitgéniques; C:
Ovocytes pédonculés; D: Ovocytes matures; E: Eanisdiovocytes matures; F: Ovocytes dégénérés dans u
canal évacuateur. cy: cytoplasme, la: lumiere &ejriee: lumiere du canal évacuateur, ma: manteaunoyau,

nu: nucléus, od: ovocyte dégénéré, opv: ovocytevipedlogénique, or: ovocyte résiduel; ov: ovocyte

vitellogénique, pce: paroi ciliée du canal évacugts: tissu interacinal.
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Figure 10. Hermaphrodisme simultané ché&rassostrea gigagindividus ayant une longueur de coquille
d’environ 100 mm). A : Ovocytes vitellogéniquesspiermatides; B : Ovocytes matures et spermatides. o

ovocyte mature, ov: ovocyte vitellogénique, sperspatide, ti: tissu interacinal.

1.2.4. Phénologie et effort reproduction

1.2.4.1. Les phases du cycle de reproduction

Le cycle de reproduction des huitres peut étreséie@n quatre phases principales : 1)
accumulation de réserves énergétiques par lesegéninhotamment lors de la phase dite de
«repos sexuel »;, 2) gamétogenese; 3) émissiongdawtes dans le milieu extérieur;
4) résorption des gameétes résiduels (Perdue, 1@8drer et Borel, 1986; Dinamani, 1987;
Ruiz et al, 1992; Barber, 1996; Steele et Mulcahy, 1999; i et al, 2000; Lango-
Reynosoet al, 2000; Liet al, 2000; Chavez-Villalbeet al, 2001; Renet al, 2003).
L'initiation et le déroulement de ces différentesp&s sont régulés par des cascades de
réactions impliquant des interactions entre fasteemdogénes et exogenes. En France, le
cycle de reproduction d@. gigassuit un rythme saisonnier. Les acini ne sont psibles en
automne et au début de I'hiver durant la phase @pes sexuel » (Lubet, 1991), alors que les
gonies commencent a se développer et a se multgagievement a la fin de I'hiver (Lango-
Reynosoet al, 2000). Au printemps, la maturation des gonadesrespondant a la
spermatogenése chez les males et a la vitellogertese les femelles, commence avec
'entrée en méiose des gonies. Durant cette phiese;ytoplasme des ovocytes est
hypertrophié par I'accumulation de réserves vitelli constituées majoritairement de lipides
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provenant de la transformation du glycogene st@ekéles géniteurs (Gabbott, 1975; Bayne
et al, 1982; Deslous-Paodt al, 1982; Beninger et Lucas, 1984; Lubet et Mann,71%81iz

et al, 1992; Pazost al, 1996; Thompsoet al, 1996; Bertheliret al, 2000; Heude Berthelin
et al, 2003). En été, les gameétes matures peuventilédrés dans le milieu extérieur au cours
d’'une ponte totale ou de plusieurs pontes parsigi@altsoff, 1930; Lango-Reynosa al,
1999; Chavez-Villalbat al, 2001). A la fin de la période estivale, la résiom des gameétes
résiduels correspond a un recyclage d’énergie syggéniteurs (Beninger et Le Pennec,
1991, Steele et Mulcahy, 1999). Les réserves étigugs de I'huitre sont reconstituées en

automne avant la ré-initiation d’'un nouveau cya@eaebroduction (Bertheliat al, 2000).

1.2.4.2. Rythmicité du cycle de reproduction

La régulation endogene des mécanismes de la regrodwest encore mal connue chez
les bivalves, mais serait vraisemblablement d’aggéndocrine et impliquerait des hormones
et des neurohormones (Lubet et Mathieu, 1982; Mathi al, 1991). Chez les Mollusques,
les hormones sont généralement synthétisées paetleles neurosécrétrices localisées dans
le tissu nerveux et agissent directement sur lbgles cibles (Joose et Geraerts, 1983). Les
extraits de cellules neurosécrétrices exeraenvjtro, un effet mitogéne sur les cellules de
Mytilus edulistandis que des récepteurs particuliers ont étéemigvidence che€. gigas
(Pazos et Mathieu, 1999).

En revanche, la régulation exogéne par des facemwsonnementaux (température,
photopériode, condition trophique, salinité, ...) esfativement bien documentée chéz
gigas Comme chez la plupart des organismes poikilotesynta température extérieure
contrble l'activation et I'intensité des processnétaboliques. Ainsi, le déclenchement de la
maturation des gonades et celui de I'émission demetes ont été associés a des seuils
minimum de température mis en évidence en laboeatet variables suivant les auteurs
(Mann, 1979; Deslous-Padt al, 1982; Muranaka et Lannan, 1984; Fabietial, 2005). La
régulation du cycle de reproduction dépendraitégaht d'un couplage entre la température
et la photopériode (Fabiowet al, 2005). Une nourriture abondante favorise la gagetiese
et entraine la production d’'un nombre de gametes ipiportant (Muranaka et Lannan, 1984;
Pearse, 1999; Chavez -Villale al, 2003a), tandis qu’une salinité inférieure a 3Qtpe
eégalement avoir un effet négatif sur la gamétogeripturanaka et Lannan, 1984; Pearse;
1999).
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1.2.4.3. Effort de reproduction

L’effort de reproduction d’'un Mollusque Bivalve cespond a la proportion d’énergie
gu’il investit dans ses activités de reproductieh,qui n’est plus disponible pour assurer
d’autres fonctions biologiques telles que le mamtdu métabolisme de base, la croissance
coquilliere ou la croissance somatique (Stearngg;1Bayneet al, 1983; Todd et Havenhand,
1983; Thompson, 1984). Une partie de cette éneegieconsommée par les réactions
métaboliques liées a la gamétogenese, tandis gawtne partie est stockée dans les gameétes,
notamment lors de I'accumulation de réserves vuiedl dans le cytoplasme des ovocytes. Au
cours du cycle de reproduction, I'énergie stockéesdles cellules germinales peut étre
définitivement perdue lors des émissions de gamatsires dans le milieu extérieur, ou
récupérée et stockée par les géniteurs suite @staption des gameétes au sein des a€ini.
gigasprésente une stratégie de reproduction de type, €aractérisée par I'émission d’'une
grande quantité de gametes (plusieurs millions atgtes) dans la colonne d'eau (Lubet,
1976; Héral, 1989; Takada et Nakajima, 1992; Gerb#9d8; Lubet et Mathieu, 1999). Chez
cette espéce, les regles d’'allocation d’énergievgmtuvarier suivant I'age des individus et
suivant les conditions environnementales (BrownRwisell-Hunter, 1978). Des conditions
environnementales défavorables peuvent notammeuaireéla quantité d’énergie acquise par
I'alimentation ou altérer le déroulement du cy@eroducteur, et ainsi modifier la proportion
d’énergie allouée a la reproduction. Chez les BeslcommeC. gigas I'évaluation de
I'effort de reproduction est rendue difficile paldsence de séparation nette entre les gonades
et le reste de la masse viscérale, ainsi que parekence, au sein de la gonade, de tissus de
réserves (Lucas, 1980; 1982a).
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1.3. Développement larvaire et recrutement

1.3.1. De la vie pélagique a la vie benthique

Les huitres ont uycle de vie bentho-pélagiquearactérisé par unghase larvaire
planctonique et unephase adulte sédentaireLes stades larvaires sont définis d’apres leurs
caractéres morpho-anatomiques et les dimensionkuwtecoquille (Stafford, 1909; Rees,
1950; Le Pennec, 1978; His, 1991). Apres fécondatezygote diploide se divise et devient,
apres quelques heures, daese trochophore ciliée et mobile qui persiste 1 a 2 jours dans le
milieu. La larve trochophore se métamorphose enlame véligerede type D (57 — 105 um)
qui sécréte une coquille larvaire et développeélom (Figure 11A). Le vélum est un organe
cilié en forme de cloche que la larve utilise psardéplacer en nageant et pour capturer les
particules nutritives en suspension. Lorsqu’un lsebcou umbo, se forme au niveau de la
charniére, la larve véligére est dite « umbonéé&0b (— 260 um) (Figure 11B). Le stade
suivant correspond a une larve véligére « ceill&69 — 280 um) chez laquelle se développe
une paire de taches oculaires sombres qui soritlesspar transparence au travers de la
coquille et seraient sensibles a la lumiere (Neld®26). La larve d’huitre atteint le stade
« pédivéligere » (280 — 300 um) lorsqu’elle dévplpun pied temporaire (Prieur, 1971).
Durant cette période, la larve se rapproche dutsaibst rampe a sa surface afin de
sélectionner un emplacement favorable ou ellexsgdi(Waller, 1981). La larve pédivéligere
sécréte, au niveau du pied, un ciment organiquellguitilise pour coller sa valve gauche sur
le substrat sélectionné (Andrews, 1979). Ce cinsenhe en quelques minutes, puis la larve
subit une métamorphose, durant laquelle se déveladps branchies et les palpes labiaux,
tandis que le vélum, le pied et le muscle adducetgrieur régressent (Waller, 1981; Burke,
1983; Cannuel et Beninger, 2006). La larve fixéemétamorphosée, dite « plantigrade » ou

naissain sécrete alors sa coquille définitive (Figure ELD).
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Figure 11. Larves pélagiques et naissains Cieassostrea gigagn baie de Bourgneuf. A: Larve-D dans un
échantillon de plancton; B: Larve umbonée dansamatillon de plancton; C: Naissains fixés sur atecteur
artificiel; D: Collecteurs artificiels de naissainstallés, en baie de Bourgneuf, sur des tablgéiosles a 60 cm

au-dessus du sédiment.

1.3.2. Endotrophie, mixotrophie et exotrophie

Le développement des jeunes larves commence paphame endotrophe durant
laguelle I'apport d’énergie dépend du catabolisree Eserves ovocytaires (Bartlett, 1979;
Lucaset al, 1986; Whyteet al, 1987; 1990; 1992; Lee et Hefferman, 1991; Delsueiaal,
1992; Videlaet al, 1998; Jonssoert al, 1999; Labartaet al, 1999; Garcia Esquivedt al,
2001; Cannuel et Beninger, 2005). Aprés quelquassjde systeme digestif des larves-D
devient progressivement fonctionnel et leur perdiatiliser I'énergie issue des particules
alimentaires capturées au niveau du vélum, puisrées. Durant cetighase mixotrophede
transition, les larves continuent néanmoins asatilles réserves ovocytaires jusqu’a huit jours
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apres la fécondation (Lucat al, 1986). Laphase exotrophedéfinitive, qui se poursuit a
I'état adulte, correspond a une fourniture d’émnergasée uniquement sur I'alimentation

suspensivore (Gerdes, 1983).

1.3.3. Dispersion, survie larvaire et recrutement es juvéniles

Chez les huitres, les stades larvaires libres ptéseplusieurs avantages vis-a-vis des
adultes benthiques, qui sont fixés de facon défamé un substrat. Le mouvement des masses
d'eau littorales peut favoriser ldispersion des larves planctoniquesers de nouveaux
habitats, réduisant ainsi les risques de competittophique avec les géniteurs et de
croisements avec des individus de la méme lignémtfnann, 1974; Vermeij, 1978;
Jablonski et Lutz, 1983; Jackson, 1986; Havenhd885; Shanks, 1995; Pusey et Wolf,
1996; Pechenik, 1999). Etant dépendantes des mamisrd’eau, les larves planctoniques
peuvent également étre transportées dans des thabitzospitaliers et sont également
vulnérables vis-a-vis des prédateurs pélagiquebeathiques, notamment lorsqu’elles se
rapprochent du substrat avant de se fixer (StrathmB86; Rumrill, 1990). La larviphagie,
intra- et interspécifique, a été observée cheaterBivalves suspensivores, tels quajigas
et Mytilus edulis(Lehane et Davenport, 2004; Trocet al, 2008a; 2008b). Léaux de
mortalité des larves planctoniquesest corrélé a la durée de la vie larvaire, queéetméme
dépendante des conditions environnementales. Lapé&eture de l'eau, la salinité et la
ressource trophique sont les principaux facteudhsant sur le développement et la croissance
larvaires (Bayne, 1965; Walne, 1974; Andrews, 1&d&stry, 1979; Goulletquet al, 1994;
Powellet al, 2002; Rico-Villaet al, 2006; 2009). Les larves @& gigastolérent une gamme
de température entre 17 et 32°C, avec des conglitimimales de développement et de
croissance au-dessus de 20-22°C (Setnal, 1926; Gerdes, 1983; Arakawa, 1990; His et
Seaman, 1992; Shatket al, 1997; Powelket al, 2002; Hofmanret al, 2004; Rico-Villaet
al., 2009). Lerecrutement de nouveaux individus correspond au nombre denjleg
survivant au-dela d’'une période de temps définieesapa fixation et la métamorphose
(Keough et Downes, 1982). Chez les invertébrés maaalyant un cycle de vie bentho-
pélagique, le recrutement détermine la structure pipulations benthiques et la continuité
des populations (Gosselin et Qian, 1997; Hunt aefbting, 1997).
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1.4. Introduction et élevage d€Crassostrea gigas en France

1.4.1. Des huitres exotiques au secours de I'ostrdliture

En France, les huitres constituent depuis longtemmgsressource alimentaire pour les
populations humaines vivant pres des littoraux. D&gaux archéologiques, réalisés dans le
sud de la Bretagne, ont montré que I'huitre plate@eenneQstrea edulisétait consommée
en guantités importantes par des populations hiesaimésolithiques, il y a environ 7 000 ans
(Dupont et Gruet, 2005). Durant I'’Antiquité, cettepéce autochtone était également tres
appréciée par les Romains qui construisaient,esucdtes francaises, des bassins de stockage
et de tri des huitres, dont certaines étaient i a I'exportation (Neveu et Bretaudeau,
2001). Cependant, ce n'est qu'a partir df™7siecle que I'on peut réellement parler
d’ostréiculture en France avec la collecte de a#iss sauvages d’huitres plates mis
individuellement a croitre dans d’anciens maralargs, ou « claires », de la cote Atlantique
(Héral, 1989; Héral et Deslous-Paoli, 1991; Goglier et Héral, 1997).

L’intensification de la collecte d®. edulisa progressivement entrainé une chute
démographique des populations sauvages d’huitesspdans leurs aires de recrutement
naturel (Diaz-Almelaet al, 2004). Pour pallier au déficit économique engéndar la
diminution du stock deD. edulis I'huitre creuseCrassostrea angulata été importée du
Portugal et introduite sur les coOtes francaises1860 (Héral, 1989). En un siécle, la
production de cette espéece est devenue trois fas importante que celle d®. edulis
jusqu’a ce que des mortalités massives, causéda panaladie des branchies », entre 1970
et 1973, déciment presque entierement les popaotateC. angulata(Comps, 1978). C’est a
cette période que I'huitre creuse du Pacifiqiegigas connue pour son taux de croissance
élevé et sa grande tolérance aux variations envinmentales (eurythermie et euryhalinité)
(Coleman, 1986; Smitlet al, 1986; Grizel, 1996), a été introduite en FranCette
introduction s’est déroulée en deux phases avets da premier temps, des huitres adultes
importées de Colombie Britannique (Canada) en gmmglantités et réparties dans les
bassins ostréicoles francais, puis, dans un deaxiémps, des naissains importés du Japon
(Gruetet al, 1976; Grizel et Héral, 1991). Bien que des déiees morphologiques (Batista
et al, 2008), physiologiques (Hauet al, 2003; Batisteet al, 2007; Soletchnik, 2008) et
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géeneétiques (O’Foighiet al, 1998; Huvetet al, 2000; Leitdcet al, 2007) aient été mises en
évidence entre ces deux taxons, l'origine géogramhi la proximité génétique et la
production d’hybrides fertiles suggérent dlieangulatapourrait étre une variété @& gigas
(Menzel, 1974; Boudryet al, 1998; Huvetet al, 2004). A la fin des années 1970, une
nouvelle vague d’infections, causée par deux po#ives parasitedvlarteilia refringenset
Bonamia ostreaea décimé les populations autochtones d’huitraeplmais a peu affed®
gigas qui est ainsi devenue I'espéce dominante derémstiture francaise.

1.4.2. La production ostréicole en France

Avec une production commerciale comprise entre®et 130 000 tonnes par an, la
France est actuellement le premier pays productéwitres en Europe, et le quatrieme au
niveau mondial derriére la Chine, le Japon et [l EEGFAO, 2007)C. gigasreprésente 98%
de la production francaise contre seulement 2% @owdulis La majorité de la production
annuelle est destinée a la consommation natioteteljs qu’environ 7500 tonnes d’huitres
sont exportées vers d’autres pays de I'Union Ewrnpé (CNC, 2006). En 2000, les huitres
cultivées provenaient a 85% du recrutement natieelaissains sur le littoral atlantique sud
correspondant a l'estuaire de la Gironde et aursbdiArcachon et de Marennes-Oléron,
tandis que les 15% restant étaient produits erségk (Goulletquer et Héral, 1991; Robert et
Gérard, 1999; Agreste, 2001). Cependant, aujourddeutains professionnels estiment que le
naissain issu d’écloserie pourrait représenter D% de I'approvisionnement en huitres
cultivées (Toulhoat, 2008).

Dans le nord et sur la facade Atlantique de la égales « huitres de pleine mer » sont
élevées dans des parcs ostréicoles concédés Barraine Public Maritime, soit « a plat »,
c’est-a-dire posées individuellement sur I'estremif dans des poches ajourées en plastique
afin de faciliter leur manipulation et de les pg®e contre les prédateurs (Figure 12). Sur le
littoral méditerranéen, les naissains d’huitrestsoollés sur des cordes synthétiques
suspendues dans les lagunes (Gangnery, 2003).uiesshadultes sont commercialisables,
apres deux a quatre années de croissance suivantoleditions environnementales,

lorsqu’elles atteignent une masse totale minimur8Qlg.
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Figure 12. Parcs ostréicoles sur le site de La Coupelassebagm de Bourgneuf. Emersion des huitres

(Crassostrea giggscultivées dans des poches ostréicoles en pédiedearée basse.

1.4.3. Mortalités estivales et prolifération deCrassostrea gigas

Depuis les années 1940, des mortalités estivalesines deC. gigas touchant plus de
30% des stocks cultivésnt été observés dans plusieurs régions du mommdamment au
Japon et sur la cote ouest des Etats-Unis (Madi@6]1; Imaiet al, 1965; Glude, 1975;
Beattieet al, 1980; Farley, 1992; Cheney al, 2000). En France, les premiéres mentions de
ces phénomeénes datent des années 1980, avec notaonmiaux de mortalité de 90% en
1988 dans le bassin de Marennes-Oléron (MaureroetpS, 1986; Bodoyet al, 1990;
Renaultet al, 1994; Goulletqueet al, 1998; Soletchnilet al, 1999). Les mortalités estivales
massives, qui affectent aussi bien les adulteslegiguvéniles deC. gigas(Cheneyet al,
2000; Fleuryet al, 2001),ne présentent pas de symptémes caractéristiqsesnttient étre la
conséquence d’'une combinaison de facteurs envinbem@&ux (pathogenes, micro-algues
toxigues ou événements climatiques exceptionnélsleefacteurs biologiques intrinseques
(Mackin, 1961; Beattiet al, 1980; Ventilla, 1984; Farley, 1992; Renaatlial, 1994; Fleury
et al, 2001; Dégremongt al, 2007). Il a notamment été suggéré que les migsadistivales
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d’adultes, qui se produisent lorsque la maturatdies gonades de. gigasest maximale (Imai

et al, 1965; Perdueet al, 1981), étaient liées a des stress physiologiqo@ssécutifs a
I'allocation d’'une grande quantité d’énergie veasréproduction (Goulletquest al, 1998;
Berthelinet al, 2000; Ernandet al, 2004; Soletchnilet al, 2006; Delaportet al, 2007).
Ainsi, l'intensification de la reproduction des trag cultivées, mise en évidence par des
récrutements massifs et réguliers d’huitres férglesrrait contribuer a une augmentation des
phénomeénes de mortalités estivales@legigasdans les régions ostréicoles francaises. |l
semble également qu’une variabilité génétique faide des individus produits en écloserie,
par rapport a ceux issus de recrutements natutetolemis a une pression de sélection
importante, pourrait étre a l'origine des mortalitéstivales d’huitres (Dégremoat al,
2007). Dans ce cas, l'utilisation de naissainsufénaour la production ostréicole permettrait
d’améliorer la résistance geénétique des stocksTimdwu cultivées vis-a-vis des mortalités
estivales. Cette solution a notamment été envesdgés des surmortalités de juveéniles
cultivés de C. gigassurvenues en été 2008, et qui semblent se répet20@0 (IFREMER,
2009).

1.4.4. Huitres férales et huitres cultivées en baike Bourgneuf

La récente invasion de. gigasest particulierement bien visible sur le littoadlantique
francais ou les recrutements naturels, qui aupatase produisaient principalement sur la
cbte atlantique sud, entrainent a présent la gralifon d’huitres férales sur la c6te atlantique
nord. La limite entre ces deux aires géographigeesitue juste au sud d’un bassin ostréicole
de 340 km2 réecemment envahi par des huitres féréddsaie de Bourgneuf L’ostréiculture,
répartie sur un dixieme des 10 000 ha d’estran)aeptincipale ressource économique de
cette baie. Cependant, avec une production annd@hesiron 10 000 t pour un stock de
48 000 t d’'huitres cultivées, cette région, coroestant au " bassin ostréicole francais
(Figure 13), présente des rendements ostréicolaiveanent faibles en relation avec un
allongement de la durée de croissance des huHesd et Baud, 1995; Fleugt al, 2003).
Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliguphénoméne comme, par exemple,
une mauvaise qualité de la nourriture due a |l fluntbidité des eaux ou un dépassement de la
capacité trophique de I'écosysteme lié a une autatien des densités d’huitres en élevage
(Haure et Baud, 1995). La prolifération de compétis trophiques potentiels comme les

moules, les crépidules et les huitres férales gatement susceptible d'influencer les
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rendements de production ostréicole. En baie deddeuf, bien que les stocks de moules,
Mytilus edulis variant de 6 000 a 40 000 t suivant les annéaad®t Haure, 1988), aient une
influence négative sur la croissance des huitrékewhge lorsqu’ils dépassent les 20 000 t
d’individus, les rendements de production ostr@oaastent malgré tout faibles lorsque ce
seuil n’est pas atteint. Les stocks de crépid@espidula fornicata ont été estimés a 5 000 t
en zone intertidale et a 50 000 t en zone subtidgékn que I'éradication de cette espéce
puisse améliorer de fagon significative le rendendes élevages ostréicoles, notamment dans
le bassin de Marennes-Oléron, il semble que la étitign trophique entre les huitres et les
crépidules soit limitée aux périodes hivernale mtaniére (de Montaudouiet al, 1999;
Rieraet al, 2002; Decottigniest al, 2007). Du fait de leur appartenance a la mémeoeset

de leur cohabitation quasi systématique, les haiitéeales, estimées a environ 28 000 t
d’individus en baie de Bourgneuf, semblent étreplas a méme d’entrer en compétition avec
les huitres cultivées pour la ressource trophifiigu¢e 14; Cogniet al, 2004; 2006; Martin

et al, 2004; 2005). Le nettoyage des installations wsties colonisées par les huitres férales

représente également un surplus de travail powstéiculteurs.

Nord —Normandie_18 % qu\’

Bretagne 28 %

Paysde la Loire 8 %‘w
(dont Baie de Bourgneuf)

Poitou — Charente 30 %

Aquitaine 7 %

Nl | Méditerranée
Toe A é;

Figure 13. Répartition de la production ostréicole Geassostrea gigasur le littoral francais (IFREMER,
20009).
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Figure 14. Invasion deCrassostrea gigagn baie de Bourgneuf (site de la Coupelasse)RAcif d’huitres
férales au milieu de parcs ostréicoles. B: Instalh d’huitres férales au milieu de tables ostiég

abandonnées.
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CHAPITRE 2 :

FLEXIBILITE DE LALIMENTATION
PRE-INGESTIVE EN RELATION
AVEC LA TAILLE DES ORGANES PALLEAUX
CHEZ DES POPULATIONS FERALES
DE CRASSOSTREA GIGAS






2.1. Contexte des travaux

Les organismes inféodés aux écosystemes cotierstriens sont soumis aux fortes
variations des conditions environnementales indyptar I'action de la marée et/ou du vent
(Mann, 1982). Ces variations concernent notammneenquahlité et la quantité des matieres en
suspension (MES), constituées par un mélange deeylas organiques d'origines diverses
(zooplancton, phytoplancton, microphytobenthos,ritét protozoaires, bactéries) et de
particules inorganiques de tailles variables (NeWED65; Lopez et Levinton, 1987), et
affectent particulierement les Bivalves suspengsdiBerg et Newell, 1986; Fegley al,
1992), présents en populations importantes darsoless littorales.

Chez de nombreuses espéces de Bivalves, des énetées en laboratoire ont permis
de mettre en évidence des variations du taux ttatidn et de I'efficacité de la sélection pré-
ingestive des particules en relation avec la gt@aetila qualité des MES (Bayeéal, 1987;
Navarroet al, 1992; Hawkinset al, 1996; Iglesiagt al, 1996; Barilléet al, 1997; Navarro
et Widdows, 1997; Beningeat al, 2007; 2008; Decottigniest al, 2007; Dutertreet al,
2007). Ces ajustements permettent aux individusléeer les variations de turbidité dans une
gamme spécifiqgue de concentrations en MES, limpé& des seuils physiologiques
d’activation ou de cessation des mécanismes déenrant pré-ingestif des particules.
Concernant I'huitre creus€rassostrea gigasdes expériences menées avec des individus
élevés a Marennes-Oléron ont mis en évidence ux maaximal de filtration pour une
concentration en MES de I'ordre de 90 rifgét une cessation des activités de sélection pré-
ingestive et de filtration lorsque cette concefdraatteignait respectivement 150 nigdt
192 mg.1* (Barillé et al, 1997b). De plus, une diminution de I'efficacité k& sélection pré-
ingestive deC. gigasa été observée lorsque la concentration en ME$ ®tpérieure a 25
mg.I* (Pastoureauet al, 1996). Cependant, cette espéce semble capalgesigérer dans
des zones cotiéres ou estuariennes présentanbesntrations en MES supérieures au seuil
de cessation de la filtration (Barilét al, 2000; Cognieet al. 2006; Dutertreet al, en
révision).

Des observations réalisées chez plusieurs especBs/alves marins et dulgcaquicoles,
ont mis une évidence des variations inter- et igpcifiques de la taille des organes palléaux
en relation avec les conditions de turbidité (Téejsl982; Essinkt al, 1989; Mettam, 1993;
Payneet al, 1995a, 1995b; Barillét al, 2000; Honkoopet al. 2003; Drentet al, 2004;
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Compton et al, 2008). Ainsi, lorsque la concentration en MES raegte, les palpes
deviennent plus larges tandis que la surface bralectiécroit. L'existence de relations entre
les tailles des organes palléaux et le traitemeétingestif des particules a été mise en
evidence par la corrélation entre le taux de fitbra et la surface branchiale de plusieurs
especes de Bivalves (Franz, 1993; Pouvigaal, 1999), et I'observation, chez le Bivalve
homorhabditeMytilus edulis d’'une augmentation de l'efficacité de la sélattwé-ingestive
en relation avec des palpes labiaux plus grandarfiie et Mglhenberg, 1981). Cependant,
ces relations n’ont jamais été considérées dawades du traitement intégré des particules
entre les branchies et les palpes labiaux, notarmoiez les Bivalves hétérorhabdites, et les
variations morpho-anatomiques des organes palléauonction des conditions de turbidité
n'ont pas été clairement établies chez I'huieassostrea gigaqBarillé et al, 2000;
Honkoopet al, 2003).

Dans le but de comprendre la capacité des popotaférales d€rassostrea gigas
proliférer dans les écosystémes cétiers caractepsé de fortes concentrations en MES,
l'influence des tailles des branchies et des palgbmux sur le traitement pré-ingestif des
particules a été étudié vivo en laboratoire, tandis que les variations desetitle ces
organes palléaux ont été mesuréessitu en relation avec les variations spatiales et
temporelles des conditions de turbidité. Les tailes branchies et des palpes labiaux ont été
déterminées a partir d’analyses d'images numérigmeprenant uniguement en compte les

surfaces de traitement des patrticules.
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2.2. Réponses fonctionnelles associées aux variaiades organes palléaux

chez I'huitre creuseCrassostrea gigas

D’aprés un article soumis le 6 février 2007, acédetl4 juillet 2007

Journal of Experimental Marine Biology and Ecology352:139-151

Functional responses associated with pallial orgawariations in the Pacific

oyster Crassostrea gigas (Thunberg, 1793)

Mickaél Dutertre, Laurent Barillé, Joél Haure, Bruno Cognie

2.2.1. Abstract

The plasticity and function of the pallial organ®re studied in the Pacific oyster
Crassostrea gigagom three sites of Bourgneuf Bay (French Atlamibast, 46-47°N, 1-2°W)
characterized by different turbidity conditions.bi@ palp area was closely and positively
related to the turbidity gradient. No clear patteas established between the gill area and the
gradient of suspended particulate matter (SPM). flinetional responses induced by these
morphological variations were investigated in tabdratory by means of ecophysiological
experiments and endoscopic observations. Oystdrls different pallial organ areas were
supplied with mixed suspensions of heat-killeetraselmis suecicand living Skeletonema
costatumadded to different concentrations of kaolinitestmulate low (SPM = 8.5 + 0.4
mg.I") and high (SPM = 48.3 + 1.4 mg)lturbidity conditions. At each SPM concentration,
heat-killedT. suecicawere preferentially rejected in pseudofaeces coethto S. costatum
indicating a preingestive particle selection. Awlseston load, clearance rate (CR) was
closely and positively related to gill area andtipbe selection occurred only on the gills,
between the ventral grooves and dorsal tracts. iglhen seston load, palps exhibited a
particle-sorting capacity dependent on gill areaadeked, with small gills, an increase in

selection efficiency (SE) and CR was positivehatetl to palp area. On the other hand, large
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gills processed the particles without an effectpafps but with a decrease in CR. The
functional responses associated with pallial orgemiations clearly showed that the
preingestive particle processing in oysters isrdagrated mechanism dependant on the gill

and labial palp areas.

2.2.2. Résumé

La plasticité et la fonction des organes palléanx é&é étudiées chez I'huitre du
Pacifique, Crassostrea giggsa partir d’individus collectés dans trois sites ld baie de
Bourgneuf (cote atlantique francaise, 46-47°N, O)2°caractérisés par des conditions
différentes de turbidités. La taille de la surfates palpes labiaux augmente en suivant le
gradient croissant de turbidité. En revanche, a@icalation claire n’a pu étre établie entre la
taille des branchies et la concentration en matiene suspension (MES). Les réponses
fonctionnelles associées a ces variations morpiwpleg ont été mise en évidence au moyen
d’expériences écophysiologiques et d’observatiomdoscopiques réalisées en laboratoire.
Des huitres, possédant des organes palléaux s w@lférentes, ont été alimentées avec des
suspensions microalgales mixtes Tetraselmis suecicéhermo-dégradées &keletonema
costatumvivantes, auxquelles ont été ajoutées difféereatexentrations de kaolinite afin de
simuler de faibles (MES = 8.5 + 0.4 mbd).let de fortes (MES = 48.3 + 1.4 mbd).Iconditions
de turbidité. Pour chaque condition, une sélegbigingestive a été mise en évidence par le
rejet préférentiel des cellules thermodégradéek. deecicalans les pseudofeces, par rapport
a S. costatumAvec une faible charge sestonique, la filtratait dépendante de la taille de
la surface branchiale et la sélection des particaleffectuait uniquement sur les branchies,
entre les gouttiéres ventrales et les sillons dorsévec une forte charge sestonique, les
palpes montraient une capacité de sélection deScyles, dépendante de la surface
branchiale. En effet, chez les individus possédaryetites branchies, I'efficacité de sélection
et la filtration des particules étaient liees atdidle des palpes. En revanche, de larges
branchies permettaient de traiter les particules sdfet notable des palpes, mais avec une
diminution de la filtration. Les réponses fonctietias associées aux variations des organes
palléaux montrent clairement que le traitementipgéstif des particules chez les huitres est

un meécanisme dépendant de la taille des branchdesaelle des palpes labiaux.
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2.2.3. Introduction

In marine and freshwater ecosystems, the trophitvilgc of suspension-feeding
bivalves participates to the seston and biosedimhgmamics (Kautsky and Evans, 1987; Prins
et al, 1991; Strayeet al, 1999). These organisms capture and process Iparon their
pallial organs before ingestion (e.g. Newell andldo, 1983; Shumwast al, 1985; Prinset
al., 1991). Early anatomical studies (Yonge, 1926;igk1937; Nelson, 1960) and the recent
development ofn vivo endoscopic observations (Waetl al, 1991; Beningeet al, 1992;
Ward et al, 1993; Ward, 1996; Beninger and St-Jean, 1997 hestablished that these
operations are mainly performed by the gills aral l#bial palps. The structure, ciliation and
mucocyte distribution of the gills are responsitdethe retention efficiency (RE) of particles
and for the clearance rate (CR), which is the va@whwater completely cleared of particles
per unit of time. The palps and their complex t#chtracts have long been considered the
main organs of preingestive particle selection §Nie] 1960; Galtsoff, 1964; Jargensen, 1966;
Kigrboe and Mglhenberg, 1981), resulting in theigtrment in the quality of ingested
material by preferential rejection of low nutritelrnparticles in pseudofaeces (PF). However,
gills with a plicated heterorhabdic structure, mghe Pacific oyste€rassostrea gigashave
initial particle acceptance (dorsal tract, DT) argjection (ventral groove, VG) tracts,
allowing a first stage of sorting before transtettie labial palps (Atkins, 1937; Barillé, 1994;
Beninger and St-Jean, 1997; Watdal, 1998; Beningeet al, 2004). Preingestive selection
efficiency (SE) has been related to the size (Yoi§e6; Atkins, 1937; Foster-Smith, 1975;
Defossez and Hawkins, 1996), morphology (Hugheg51®8ougrieret al, 1997), nutritive
value (Kigrboe and Mglhenberg, 1981; Pastouredial, 1996; Barilléet al, 1997; Wardet
al., 1998) or chemical properties (Loosanoff and Engi#i7; Wardet al, 1992; Cognieet
al., 2003; Beningeet al, 2004) of the particles but the mechanism of plartsorting in
bivalves has not been fully elucidated (Ward andr®hay, 2004).

Many bivalve species live in estuarine and coasitiers where the resuspension of
sediment by tidal action involves significant véinas in seston loads and a dilution of
organic particles. In a highly turbid environmebityalves tune their feeding mechanisms to
different levels, maintaining a positive energebalance between the cost of particle
processing and the gain from food intake. Adjustimém RE and CR at the gill level avoid
the saturation of pallial processing structuresahyoverload of particulate matter (Bayete
al., 1987; Navarreet al, 1992; Hawkinst al, 1996; Iglesia®t al, 1996; Urrutiaet al, 1996;
Barillé et al, 1997; Navarro and Widdows, 1997). Variationsrieipgestive SE maximize the
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food intakevia pseudofaeces production, which also regulatesdhene of ingested material
(Kigrboe and Mglhenberg, 1981; Bariké¢ al, 1997; Navarro and Widdows, 1997; Hawkins
et al, 1998; Velasco and Navarro, 2002). Nevertheldmscontribution of the pallial organs
to the feeding mechanisms has seldom been condidgerean integrated process (Foster-
Smith, 1975, 1978; Milke and Ward, 2003; Weatdal, 2003).

The ability of organisms to acclimate to variatiomgood availability has recently been
related to the morphological plasticity of theirdging apparatus (Piersma and Lindstrom,
1997; Piersma and Drent, 2003). In suspension4figebiivalves, relationships have been
established between the natural turbidity and tize ®f gills and palps, showing the
morphological flexibility of these pallial organ$Heisen, 1982; Essindt al, 1989; Mettam,
1993; Payneet al, 1995a, 1995b; Barille&t al, 2000). Reciprocal transplantations have
shown the phenotypic basis of this morphologicalsptity, which tends to induce smaller
gills and larger labial palps at turbid sites. Kiee and Mghlenberg (1981) noted a
relationship between palp size and SE in mussets &cosystems with different turbidity but
the role of pallial organ size variation in SE hesver been considered in bivalves with
heterorhabdic gills, where both gills and palps@engestive selection sites (Beningérl,
2004).

Bourgneuf Bay, situated on the French Atlantic toasan important area @. gigas
production characterized by a marked gradient difidity over a relatively small area (Haure
and Baud 1995) where wild oysters proliferate (Gegn al, 2006). Current research on the
pallial organs ofC. gigashas demonstrated their phenotypic plasticity (Eagt al, 2000;
Honkoopet al, 2003) and their role in the sorting process atiogrto the food quality (Ward
et al, 1998; Cognieet al, 2003). Therefore, it will be interesting to detame the
contribution of pallial organ variations in the lilgiof C. gigasto withstand high seston loads
(Nelson, 1960; Mathers, 1974; Bari#éal, 1993, 1997).

The present study investigated the functional cgueseces of gill and labial palp
variations in wild oystersCrassostrea gigasfrom areas in Bourgneuf Bay with different
levels of turbidity. Experimental conditions, olt@d by mixing two species of microalgae
and kaolinite particles, were used to measure pystngestive responses (CR, SE) and to
detailin vivothe extent of participation of the particle selectsites under varying inorganic

particulate loads using video-endoscopy.
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2.2.4. Materials and methods

2.2.4.1. Specimen sampling and maintenance

The Pacific oystersgCrassostrea gigasused in this study were wild individuals from
Bourgneuf Bay on the French Atlantic coast (46-472K°W) (Figure 15).

According to a north-south decreasing gradientuobitlity (Haure and Baud, 1995),
three different sites were chosen to collect ogstélr) La Coupelasse (47° 1’ 34.7"N, 2° 1
55.9”W), a northern site characterized by a higtbidity (HT), is an area in whic@. gigas
is farmed on a mudflat and where particles belowddrepresent 44 % of the total weight of
the sediment, (2) Gresseloup (46° 57 2.6”N, 2° 53.4”W), a southern site with an
intermediate turbidity (IT), is a sandy-muddy seexfing area where the particle size fraction
below 44 pm represents less than 10 % of the wegaght of the sediment, (3) Cobe’s Rock
(47° 1" 10.0”N, 2° 13’ 35.3"W), a western site Hte entrance of the bay with a low turbidity
(LT), is the most oceanic location characterizedrdxky areas and sandy sediment. For HT
and IT sites, Haure and Baud (1995) have determamednnual mean suspended particulate
matter (SPM) concentration of 154 mg4nd 34 mg: respectively, and an annual mean
concentration of chlorophyl-of 12.0 pgt and 4.4 ug#t respectively. Data from a nearby
south station of LT showed an annual mean SPM carat®on of 24 mgt and an annual
mean chlorophyla concentration of 1.8 pg-l(Quadrige database, IFREMER).

Within each site, only wild oysters attached te substratum were collected to obtain
specimens that had grown situ. Individuals were cleaned of their epibionts ataled in
oxygenated filtered (Millipore 0.2 um) seawater éoweek. From each of the three turbid
sites, 32 oysters were collected in March 2005 éasure the functional responses (CR and

SE) and 10 oysters were collected in May 2006 ¢allpe particle selection sites.
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Figure 15.0yster sampling sited) in Bourgneuf Bay.

Figure 15. Sites de prélevements des huitres dans la b&eugneuf.

2.2.4.2. Biometric measurements

Shell length, corresponding to the largest shal,avas measured to the nearest 0.1 mm
with a caliper. Gill and labial palp sizes wereirested by the areas of the outer right gill
lamella and the outer right palp respectively. iBatbrgans were dissected and recorded by
digital photographs (Nikon Coolpix 995). These mgraphs were analyzed with the image

analysis software LUCIA G 4.80 (Image Analysis 8ys$) to delineate organ outlines and
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calculate their areas (cm?2). Then, all soft pafisysters were dried at 60 °C for 48 h to obtain
individual dry tissue mass (DTM) (g). Anatomicalesrtation terminology used herein refers
to the mouth (anterior) and anus (posterior) asather than to the shell hinge, since this

system is much more comprehensible with respefetetding processes.

2.2.4.3. Microalgal cultures

Two species (Figure 16) of microalgae, isolatemmfrBourgneuf Bay water samples,
were cultivated in the laboratory in undergrounid water mixed with F/2 medium (Guillard,
1982) and kept in the algal collection of the Lattoire de Biologie Marine (Faculté des
Sciences et des Techniques, University of Nanteésdliminary studies showed that the
Prasinophycedetraselmis suecicg = 30, length = 14.38 1.01 SD um, width = 7.7¥ 0.80
SD um) heat-killed at 100 °C for 1 h was prefewhtirejected by oysters compared to the
BacillariophyceaSkeletonema costatufn = 30, length = 8.5& 0.93 SD um, width = 7.4%
0.59 SD um). The use of a single microalga wasnesible because diatomsS&scostatum
do not withstand heat treatment and, living andt-k#i@d T. suecicaare not easily
discriminated on a optical microscope. The sizebtea#Ht-killedT. suecicaand chains oB.
costatum(four to six cells per chain) ensured a completention on oyster gills (Barillét
al., 1993) and were smaller than the critical sizeghold for entry into the plical openings of
the gills (Cognieet al, 2003).

Diet samples taken during the experiment weredfixeacetic Lugol’'s solution which
stained the microalgae yellow-brown. This stainemgbledS. costatumand heat-killedT.
suecicato be easily discriminated from inorganic parscte hematometric counter cells and

their concentrations to be estimated (c&jl.|
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A —10pm B —10pm C ——10 pm

Figure 16. Microalgae used in the experimental diets@oassostrea gigagA) Tetraselmis sueci¢cdB) Heat-
killed T. suecica(note the loss of the flagellae and the granulgeat of the cytoplasm); (C) Chain of

Skeletonema costatum

Figure 16. Microalgues utilisées dans les régimes expérimantgour Crassostrea gigas (A)
TetraselmissuecicgB) T. suecicahermo-dégradée (perte des flagelles et aspetiga du cytoplasme); (C)

Chaine dé&skeletonema costatum

2.2.4.4. Experimental diet determinations

Oysters were fed with mixtures of the two micr@aadded to different concentrations
of kaolinite (BS1, AGS, 17270 Montguyon, Francestmulate natural turbidities. This clay
represents up to 30 % of particulate inorganic eng®IM) in Bourgneuf Bay (Barillé, 1996).
The ecophysiological responses measured with a- ftovough system were obtained with
conditions C1 and C2 while the detailed particllect®n on the gill observed with video-
endoscopy was obtained with conditions C3 and Cdbl@ 1). With each experimental
system, equivalent low (C1 — C3) and high (C2 — §&%ton loads were tested.

The loss-on-ignition method was used to detern@®M, PIM, particulate organic
matter (POM) and kaolinite clay contents (iy.|Water samples were filtered through
precombusted weighed Whatman GF/F filters. Sampése dried at 60 °C for 48 h to obtain
dry mass (SPM, g), and then ashed at 450 °C forodobtain inorganic mass (PIM, g). POM,
estimated as ash-free dry mass (AFDM, @), was tfierehce between SPM and PIM. A
correction factor of 11 %, determined by CognieQP0 was used to avoid overestimation of
AFDM due to clay structural water, separating al#yers of silicates (Barillé-Boyet al,
2003).
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Table 1. Experimental conditions for the measurements pétional responses (C1, C2) and for the localiratio
of particle selection sites (C3, C4) in oyste@sassostrea gigaswith different pallial organ areas. POM:
particulate organic matter; PIM: particulate inargamatter; SPM: suspended particulate matter. déigal
concentrations were estimated on hematometric eourgls (n = 10). SPM concentrations were estithatg
sample drying at 60°C for 48 h prior to obtain Pdkid POM concentrations by loss-on-ignition (n =Mgan

values are given with their standard deviation.

Tableau 1 Conditions expérimentales pour les mesures gamsés fonctionnelles (C1 et C2) et la localisation
des sites de sélection des particules (C3 et Cdz des huitresCrassostrea gigaspossédant des organes
palléaux de tailles différentes. POM : matiére aigae particulaire; PIM : matiere inorganique partaire;
SPM : matiére en suspension. Les concentratiomiemalgues ont été estimées a partir de comptsigedes
cellules hématimétriques (n = 10). Les concentnatien MES ont été estimées a partir d’échantilkfchés a
60°C pendant 48h, avant de déterminer les condamtsaen PIM et POM par la méthode de la perteeaugh =

4). Les valeurs moyennes sont données avec learsdygpes.

Heat-killed Skeletonema  Kaolinite SPM POM PIM
Tetraselmis suecica costatum (mg.l™  (mgl?  (mg.l?) (mg.l?)

(10° cell.l b (10° cell.l )
C1 8 560 24 960 3.6 8.5 3.6 4.9
+ 750 + 2 600 +0.2 +0.4 +0.3 +0.2
C2 11 300 25 850 43.5 48.3 3.4 449
+918 +2 670 +1.3 +14 +1.3 +1.3
C3 11 840 28 160 55 11.6 4.6 7.1
+1 055 +4 969 +0.8 +0.2 +0.8 +1.0
C4 11 360 30721 36.1 45.1 7.4 37.7
+ 859 +3 072 +25 +1.8 +0.1 +1.9

2.2.4.5. Functional response measurements (Consgli@d and C2)

Oysters were placed in a flow-through system maaef eight chambers (volume =
3.75 |1, rectangular shape) containing a living aliand two chambers containing an empty
shell to constitute sedimentation controls (theflowt of control chambers was used to

represent the inflow of chambers with individualstys). Within each chamber, water
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temperature was maintained at 18 °C and a mean ey of 8 |.H was chosen for the
experiment, considering the recommendations ofgRii$ (1977) concerning the use of flow-
through chambers. Sixteen oysters from each tushi& were fed with the low turbidity
condition (C1) the first day and 16 other oystersTf each site were tested with the high
turbidity condition (C2) the next day.

Using an electronic particle counter (Coulter Muiter Il), the mean individual CR of
oysters, calculated as [(inflow — outflow) / inflpw flow rate, was based on the equivalent
spherical diameter (ESD) size rangeSofcostatunf10 — 15 pm). Mean individual CRs were
standardized to an oyster of 1 g of DTM using thiowing equation (Baynet al, 1987):

CR (l.H*.g% = CR (I.5Y) x (1 / DTM (g)f

with the allometric coefficient b = 0.65 determirfed C. gigasby Shpigeket al. (1992).

After one hour of feeding, PF were removed frorcheaxperimental chamber and fixed
in acetic Lugol’s solution to determine the relatimicroalgal concentrations on hematometric
counter cells. Preingestive selection was calcdlateng the electivity index (EI) proposed by
Wardet al. (1998):

El = —w) / [(t +w) — (2w)]

wheret is the proportion of heat-killed. suecicacells in the PF and is the proportion of
heat-killedT. suecicacells in the water. A positive or a negative Hligates enrichment or

depletion, respectively, of heat-kill&d suecicacells in the PF compared to the water.

2.2.4.6. Endoscopic localization of particle setatsites (Conditions C3 and C4)

Endoscopic observations were carried out accorinige method described by Waetd
al. (1991). A 4 mm diameter rigid optical insertiorbéu(OIT) was connected to a video
camera (SONY Hyper HAD, CCD-IRIS/RGB). Video imagesre digitally stored on a
computer using a miroVIDEO DC 1000 video card (Rria Systems) and Adobe Premiere
5.0 image software (Adobe Systems).

An aperture was opened in the left shell margintleé oyster one week before

experimentation. To localize the particle selectite, each experimental oyster was placed
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on a chamber supplied with an experimental diet mtean flow rate of 8 'hand at a water
temperature of 12° C. For each experimental cayitthe same 10 oysters from each site
were used. The OIT was placed at the entrance eofsttell aperture to observe particle
movements in the VG and in the DT of the gills. dtatl from the VG and DT, as well as PF
was collected with glass micropipets manually haddWardet al, 1998). All samples were
fixed in acetic Lugol’s solution and the relativecnoalgal concentrations were estimated on
hematometric counter cells. EI was then calculédedach sample (VG, DT, PF) compared

to the water.

2.2.4.7. Statistical analysis

Normality and heteroscedasticity of the distribn8 were checked prior to perform
parametric tests. One-way ANOVA and Student-Newidanls (SNK) multiple comparison
tests were used to analyze biometric measuremadtsxperimental diet characteristics. For
the functional response measurements (C1 and (23, &d Els were compared for each
turbidity condition and each pallial organ areahwiiwo-way ANOVA followed by SNK-tests.
In vivo endoscopic determinations (C3 and C4) were testedoysters from the same
geographical location, with one-way ANOVAR followbg SNK-tests to analyze Els within
each diet, and with paired t-tests to compare HEwvéen diets. Sigmastat 3.1 (Systat

Software) software was used for all statisticalyses.

2.2.5. Results

2.2.5.1. Biometric measurements

In all experimental conditions (C1 to C4), shahdgths (Table 2) were statistically
equivalent in oysters from HT and IT sites (SNKtdep = 0.81) and significantly lower in
individuals from the LT site (SNK-tests,< 0.01).

In the experimental conditions C1 and C2, DTM #f aysters (Table 2) were not
significantly different between the three sitesddferent turbidity (one-way ANOVAp =
0.40). The same result was obtained for the exmariah conditions C3 and C4 (one-way
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ANOVA, p=0.34). DTM was, however, significantly higher@3 and C4 than in C1 and C2
(SNK-testsp < 0.01). Visual inspection of the gonadal regiodicated that oysters collected
in May showed a more advanced reproductive staggpared to those collected in March.
Oysters from the same site assigned to differepermental conditions (C1, C2 vs C3, C4)
had statistically similar gill areas (one-way ANOVIT site,p = 0.20; IT sitep = 0.38; HT
site,p = 0.14) and similar labial palp areas (one-way ANOVT site,p = 0.30; IT sitep =
0.94; HT sitep = 0.31). For each experimental condition, gill avess largest in the IT site
(SNK-tests,p < 0.01) and statistically similar in LT and HT sitéSNK-testsp = 0.27). The
largest palp area was found in the most turbid witereas the smallest palp area was

obtained for oysters living in the least turbiceiIENK-testsp < 0.05).

Table 2. Biometric measurements of oyste@sassostrea gigasrom three sites of different turbidity, used for
the ecophysiological experiments (conditions C1 @2d n = 32) and for the localization of partickdextion
sites (conditions C3 and C4, n = 10). Gill corregfmto the area of the outer right gill lamella d&alp to the
area of the outer right labial palp. DTM: dry tissmass; HT: high turbidity site; IT: intermediatetidity site;

LT: low turbidity site. Mean values are given witteir standard deviation.

Tableau 2 Mesures biométriqgues des huitr€assostrea gigasprovenant de trois sites de turbidités
différentes et utilisées pour les expériences éggiplogiques (conditions C1 et C2, n = 32) et ptar
localisation des sites de sélection des partiq@iesditions C3 et C4, n = 10). La taille de la lmlsie est estimée
a partir de la surface de la lamelle externe dreiteelle du palpe est estimée a partir de laasarfi’'un palpe
externe droit. DTM : masse de tissus secs; Hle:dgtforte turbidité; IT : site de turbidité interdiaire;LT : site

de faible turbidité. Les valeurs moyennes sont desravec leurs écarts-types.

Turbidity ~ Shell length DTM Gill Palp

of sites (mm) (9) (cm?) (cm?)
C1,C2 LT 86.5+11.3 1.53+0.44 4.49 £1.32 0.74 £0.19
IT 110.8+7.9 1.58 + 0.50 583x+1.14 1.27 +£0.26
HT 109.9+18.0 1.42+0.44 3.93+1.12 1.54 +0.37
C3,C4 LT 93.8+11.4 2.62+1.10 3.87+1.15 0.82 +0.22
IT 128.1+12.2 3.73+0.66 6.20 £0.93 1.26 £0.28
HT 112.2+12.0 3.47+1.15 4.88 +1.24 1.41+0.26
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2.2.5.2. Experimental conditions

After heat treatmenil. suecicacells remained intact but lost their flagellae amden
granules were observed in their cytoplasm (Fige The general morphology of the cells
was also modified, becoming more voluminous witlogoid shape.

For the functional response measurements (C1 @) localization of the particle
selection sites (C3 and C4), two experimental tlitpiconditions were tested (Table 1). For
each condition, concentrations of heat-killEdsuecicalone-way ANOVA,p = 0.24) andS.
costatum(one-way ANOVA,p = 0.06) were not significantly different while tlaenount of
kaolinite varied (SNK-testg < 0.01). Oysters were exposed to low turbidity d¢bods (C1
and C3) and high turbidity conditions (C2 and C4).

2.2.5.3. Clearance rate

At a low SPM concentration of 8.5 mg.{C1), CR was statistically similar for oysters
with small gills from LT and HT sites (Figure 178NK-tests,p = 0.89), but was higher for
oysters with larger gills from the IT site (SNK4g9 < 0.05). At a high SPM concentration
of 48.3 mgt (C2), CR decreased in oysters with large gills KSNsts,p < 0.05) but
increased in oysters with small gills and largedhpalps (SNK-testsp < 0.05). Although
there was a trend to increase, CR remained statligtisimilar in oysters with small gills and
small palps (SNK-testg = 0.28).
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Figure 17. Functional responses of oyste@assostrea gigaswith different pallial organ areas at low (C1,
suspended particulate matter (SPM) = 8.5 Mgwhite bars) and high (C2, SPM = 48.3 nig.gray bars)
turbidity conditions. (A) Clearance rate (CR); (Bectivity index (El) for pseudofaeces collectedridg
feeding-rate experiments. The relative gill andidhlpalp areas of oysters from the three sites wifferent
turbidity (LT: low turbidity, IT: intermediate tuibity, HT: high turbidity) are featured at the tdy¥ithin each
graph, bars sharing the same lowercase letterarsignificantly different (SNK-testgq > 0.05). Mean values

are given with their 95 % confidence interval, &6

Figure 17. Réponses fonctionnelles des huiti@sassostrea gigaspossédant des organes palléaux de tailles
différentes pour des conditions de turbidités &ifC1, matiére en suspension (MES) = 8,5 Mmgdarres
blanches) et forte (C2, MES = 48,3 rilgbarres grises). (A) Taux de filtration (CR); (BYlice d’électivité (El)
pour les pseudoféces collectés lors des expérieieéimentation. Les tailles relatives des branshet des
palpes labiaux des huitres provenant des trois digeturbidités différentes (LT : faible turbiditd; : turbidité
intermédiaire;HT : forte turbidité) sont représastéen haut. Pour chaque graphique, les barresgparttala
méme lettre minuscule ne sont pas significativendéffiérentes (tests SNKg > 0,05). Les valeurs moyennes

sont données avec leur intervalle de confiance?s, 96= 16.
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2.2.5.5. Endoscopic localization of the selectibess

Endoscopic examinations (Figure 18) of oysteisgtowed, at low SPM concentration
(C3, SPM = 11.6 mg¥), particles with a dominant green color in the ¥@responding to
heat-killed T. suecica while particles in the DT were mainly brown ca@pending toS.
costatum At higher SPM concentration (C4, SPM = 45.1 ih)g.k mixture of heat-killed .
suecicaand white kaolinite particles was observed in W&. In the VG and in the DT,
particles were always directed anteriorly towatus fabial palps. On the plical crests of the
gill lamella, particles were mainly directed to tM&. At low SPM concentration (C3),
particles were transported in the VG in homogenemuklinear strings (Figure 18A) while at
higher SPM concentration (C4), irregular masseswocus-bound particles were transported,
partly outside of the VG (Figure 18B). In the DTuecns-particle suspension was less
cohesive than in the VG and no difference was oesebetween the different turbidity

conditions.

2.2.5.6. Gill and pseudofaeces particle samplings

For each experiment, EI was positive in the VG #&fé indicating a preferential
rejection of heat-killedT. suecica while it was negative in DT, indicating a prefeatial
acceptance o%. costatun{Figure 19). At low SPM concentration (C3), El watatistically
similar in the VG and in PF (paired t-tegtss 0.27). At higher SPM concentration (C4), EI
remained unchanged in VG samples (paired t-t@sts0.15) and in DT samples (paired t-
tests,p = 0.31), except for DT sample oysters from the i€ faired t-testgy) < 0.05). On
the other hand, the addition of kaolinite partiol€gl) caused an increase in El in the PF of
oysters with small gills (paired t-tes{s,< 0.05) while it remained unchanged in the PF of
oysters with the largest gills (paired t-tegts; 0.06). In oysters with small gills, the increase
in El at higher SPM concentration was greater fasé with the largest palps compared to
those with the smallest palps (paired t-tegtss 0.01). The results obtained for the ElI
measured in PF with conditions C3 and C4 confirtiede obtained with conditions C1 and
C2, with the same trend for the oysters from thedhdifferent sites. However, SE was
systematically higher in the first experiment (Figd7Bvs.Figure 19 ABC, PF, SNK-tests,
< 0.05).
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Figure 18. Still images from video-endoscopy of gills of @fsiCrassostrea gigadn ventral view. (A) In low
turbidity conditions (C3, suspended particulatetaraiSPM) = 11.6 mg?), no accumulation of particles can be
seen in the ventral groove (VG); (B) In high tuibicconditions (C4, SPM = 45.1 mg)l the VG continuously
transports masses of mucus-bound particles (MPYicRamovements in gill tracts are indicated bywdi
arrows. DT: dorsal tract; GP: gill plicae; M: mamntl

Figure 18. Images instantanées des branchies d’huieassostrea gigasen vues ventrales, obtenues par
vidéo-endoscopie. (A) Dans des conditions de failbidité (C3, matiére en suspension (MES) = TigplY),
pas d’accumulation visible de particules dans lattigre ventrale (VG); (B) Dans des conditions odetef
turbidité (C4, MES = 45,1 mg}), les gouttiéres ventrales transportent des massegieuses de particules
(MP). Les mouvements de particules dans les vaiaschiales sont indiquées par des fleches blan@iEs.
sillon dorsal; GP : plis branchiaux; M : manteau.
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Figure 19. Electivity index (EI) in oystergCrassostrea gigaswith different pallial organ areas for low turtid
(C3, suspended particulate matter (SPM) = 11.6 uhite bars) and high turbidity (C4, SPM = 45.1.g
gray bars) conditions. (A) Oysters from a low tdityi (LT) site; (B) oysters from an intermediatelidity (IT)
site; (C) oysters from a high turbidity (HT) siteT: dorsal tract; PF: pseudofaeces; VG: ventrabgeo For
each graph, the relative gill and labial palp ar@a&sfeatured on the right. From each site, theesaysters (n =
10) were used for each experimental condition. Beith the same lowercase letter and the same dpbscr
number are not significantly different (paired $t& p > 0.05). Mean values are given with their 95 %

confidence interval.

Figure 19. Indice d’électivité (El) chez des huitr&xassostrea gigagpossédant des organes palléaux de tailles
différentes pour des conditions de turbidités &itC3, matiére en suspension (MES) = 11,6 Wdhrres
blanches) et forte (C4, MES = 45,1 rifgbarres grises). (A) Huitres provenant d’un sidaible turbidité (LT);
(B) huitres provenant d’'un site de turbidité intédiaire (IT); (C) huitres provenant d'un site detidaurbidité
(HT). DT : sillon dorsal; PF : pseudofeces; VG utire ventrale. Pour chaque graphique, les saiidatives
des branchies et des palpes sont représentéesdnaite. Les huitres (n = 10) provenant d’'un méiteont été
réutilisées pour chaque condition expérimentales lharres avec la méme lettre minuscule et le méntied
numeérique ne sont pas significativement différe(itests t pairég > 0,05). Les valeurs moyennes sont données

avec leur intervalle de confiance a 95%.
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2.2.6. Discussion

2.2.6.1. Relationship between pallial organ arehtarbidity

Biometric measurements showed that wild oysterteated in three sites characterized
by different conditions of turbidity, had differegill and labial palp areas.

The oysters collected in May compared to thosesct#d in March were in an advanced
reproductive stage involving a higher DTM, whichsweot reflected in pallial organ size.

Labial palp area was closely and positively reldtethe turbidity gradient. Larger labial
palp sizes in high turbidity conditions have alne&e@en reported in several bivalve species
comparing only two sites (Barillét al, 2000) or geographically distant sites (Theis&821
Essinket al, 1989; Paynest al, 1995a, 1995b). However, as argued by Scheined3(19
these types of observations only indicate a chavtieut highlighting the dynamic aspect of
the morphological variation. In contrast to Mettél893), inMytilus edulis our study clearly
establishes a relationship between the spatialatians in SPM concentrations and the
morphological changes of the labial palps. Beattg aldrich (1993) noted a decrease in
labial palp size in mussels at high turbidity. Nekreless, this observation was based on mass
measurements, which could vary because of theofotgycogen storage by the labial palps
(Lenoir et al, 1989). Moreover, labial palp mass includes th&ewnrgan surface while only
the inner ridged faces are involved in preingespvecesses. In Bourgneuf Bay, turbidity
variations have been related to the resuspensidmefsediment (Haure and Baud, 1995),
which could induce an increase in the labial p&p as described in deposit-feeding bivalves
(Yonge, 1949; Foster-Smith, 1978; Drattal, 2004). The functional consequence of labial
palp size variations in a turbid environment has$y dieen investigated by Kigrboe and
Mghlenberg (1981) who observed higher selectiomieffcy in M. eduliswith larger labial
palps. However, this result concerned a bivalveiggevhose homorhabdic gill type does not
perform particle selection (Wast al, 1998). On the other hand, in heterorhabdic spdikie
C. gigas the gills are able to effect a preliminary satattbefore particle transfer to the labial
palps, which can also control the ingestion volBernard, 1974; Foster-Smith, 1978).

Contrary to the labial palps, the relationshipwestn gill area and SPM concentration
showed no clear pattern, as observeMiredulis by Theisen (1977). Although the decrease
in gill size between IT and HT corresponded to ¢emeral trend previously reported in
suspension-feeding bivalves (Theisen, 1982; Essindd, 1989; Beatty and Aldrich, 1993;
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Payneet al, 1995a, 1995b; Barillét al, 2000), it was surprising to observe small gitighe
LT site. As argued by Beninger and Dufour (2006g bivalve gill is very susceptible to
modification related to environmental pressure dedliterature identifies several factors that
induce gill variations. A short feeding period &thshore level (Franz, 1993) or oligotrophic
conditions (Worralket al, 1983; Iglesiagt al, 1996; Pouvreast al, 1999) have been related
to an increase in gill area while a reduction ihgjze avoided the risk of overload by a large
amount of fine particles (Hawkinst al, 1990). Oysters from the LT site have small gills
despite a low food availability (lowest annual cenization of chlorophylk), suggesting that
another variable must explain gill variations. Wathimited environmental characterization of
the LT site, we can only mention an habitat diffexe this site located at the north of
Noirmoutier Island, being exposed to more hydrodywcaconditions than the two other

sheltered sites.

2.2.6.2. Processing of heat-kill&@traselmis suecica

Qualitative observations showed that the heag¢dill. suecicacells had the same
appearance as the heat-kill&hlorella used by Brillant and MacDonald (2003) and the
calculation of El always indicated a preferentigection of heat-killed. suecicain the PF
compared tdS. costatumBougrieret al. (1997) showed, however, that oysters fed with a
mixture of these two microalgae preferentially cégel S. costatumThus, heat treatment
altered the way in whicfi. suecicavas processed before ingestion and revealed ity alb
oysters to select the same microalgae differeatiypreviously observed for the heterorhabdic
Placopecten magellanicu@rillant and MacDonald, 2003). No sensorial rdoephas ever
been observed on the processing surfaces of thal mabans of bivalves but the preferential
rejection of heat-killedl'. suecicacells can be attributed to its altered nutritivéueaand/or

morphology.

2.2.6.3. Functional responses related to gill atebl palp areas

An increase in SPM concentration resulted in CR @& variations linked to the pallial
organ areas of oysters. At low seston load, CRpuagively related to gill area as described
in other bivalves (Worrakkt al, 1983; Jonest al, 1992; Pouvreast al, 1999). High CR in
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poor nutritive conditions has been considered aseahanism for maximizing food intake
(Bayneet al, 1987; Willows, 1992; Hawkingt al, 1998). The efficiency of preingestive
sorting that occurred between the microalgae waslasi in all individuals suggesting an
absence of regulation by the pallial organ areas.

At higher seston load, CR was reduced in oystetis large gills while it tended to
increase in those with small gills. A negative tielaship between CR and SPM concentration
has been reported in several bivalve species, as€h gigas(Barillé et al, 1997),0Ostrea
edulis (Wilson, 1983), andM. edulis(Bayneet al, 1987), and in the cockl€erastoderma
edule(Navarroet al, 1992; Urrutiaet al, 1996; Iglesia®t al, 1996; Navarro and Widdows,
1997). As in oysters with small gills, Hawkies al. (1996) observed iM. edulisan increase
in CR at higher seston load. Contradictory respens€R of the same species can be related
to the type of particles used in experimentatiomwkins et al, 2001) but, in the present
study, they were linked to the variations in palbegan areas. Indeed, in oysters with small
gills, the increase in CR was higher when labidppavere larger, which indicated that both
gill and labial palp areas could explain CR vaoa$. A retroactive control of the labial palps
on the gills was suggested Mh. edulis(Richoux and Thompson, 2001) to control ingestion
volume and the interaction of these pallial orgemsurbid conditions was highlighted. The
ability of oysters with small gills to increase th€R showed that CR was not maximal for
the experimental low seston load and suggesteduateon of gill activity independent of gill
area. In oysters with small gills, the addition kafolinite also caused an increase in SE
positively related to labial palp area, suggestangple for palp size in preingestive particle
selection as described in the homorhabdic bivalveedulis by Kigrboe and Mglhenberg
(1981).

2.2.6.4. Particle selection sites related to gitl &bial palp areas

In all anatomical samples, El indicated an enriehimof heat-killedT. suecicain
preferential rejection routes (VG and PF) and dedaem in preferential ingestion routes (DT)
compared to the diator8. costatumAlthough the endoscope resolution did not alltw t
identification of the particles transported on aatly filaments of gill plicae towards the VG,
observations confirmed the results obtained withsBbwing a dominance of heat-kill&d
suecicacells in the VG and db. costatunm the DT. Moreover, with the addition of kaolinite

a mixture of green and white material embedded ucusa string was observed in the VG
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suggesting that the clay was also preferentiajgcted on the gills. The heterorhabdic gill of
C. gigasperformed a selection not only between organitig@es, as observed by Waed al.
(1998), but also between organic and inorganic fimeerial which improve the ingested
ration when food is diluted by non nutritive paes Whatever the gill area and the seston
load, El was the same for the VG. Thus, gill asendt related to the absolute level of gill SE
but may play a role in the regulation of the amaafrthaterial processed.

At a low SPM concentration, El was similar in & and in the PF as observed in the
same species by Waadl al. (1998). On the other hand, a higher amount ofikaelled to a
greater SE in the PF than in the VG for oystersiwinall gills. This increase in SE was
greater in individuals with larger labial palps gagting an overload of the small palps
(Beningeret al, in preparation) and that, contrary to the giflalp area was determinant in
the absolute level of particle SE (Kigrboe and Malberg, 1981; Milke and Ward, 2003). As
observed by MacDonald and Ward (1994) in the sp&lomagellanicusparticle selection on
the palps is a limiting step in the feeding procéésvertheless, unchanged EIl in the PF of
oysters with large gills suggests a small or n@ gakting activity, which can be dependent on
gill area. Indeed, at high SPM concentration, lagdls probably processed and sorted most
particles, directly rejecting PF (Waed al, 1994). On the other hand, with small gills, many
more particles were transferred to the palps, whimproved the particle selection and
probably regulated the volume of ingestion (Bernd@d74; Foster-Smith, 1978). A more
efficient particle transfer between small gills dahe palps, allowing a rapid clearing of the
gills, could also explain the increase in CR athh®PM concentration. The present study
highlights the functional complementarity of gilad labial palps in the feeding adaptability
of bivalves to high turbidity conditions. In the adutionary history of the bivalves, the
association of gills and palps in oysters is com&d as an adaptive radiation of higher taxa
(Stasek, 1963).

In this work, the sorting role of palps appearsosédary but can involve an
improvement in SE, which could be a selective athga in the natural environment where
oysters are subjected to a higher diversity ofiglag than in experimental diets. The overall
impact of selection on the ingested material shawlthe future integrate both mechanistic
(SE estimation) and fluxes measurements (amouPRFpfto analyze the role of preingestive
selection on the energy budget of a bivalve suleahitd pallial organ variations in a turbid
habitat (Newell and Jordan, 1983; MacDonald anddNa994; Bacort al. 1998).

Eventually, although SE was mainly related to th#igd organ area, El in the PF was

lower in C3 and C4 than in C1 and C2. As partidgisg is quite dependent on ciliary and
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muscular activities, we suggest that the lower wiaeperature (Jgrgensen, 1990) and/or the

reproductive stage could cause a decrease in SE.

2.2.7. Conclusion

The present study shows that variations in gill dabial palp areas represent an
essential element in the understanding of the dgpat the Pacific oysterC. gigas to
withstand high turbidity conditions. Indeed, compéntarity between small gills and large
labial palps ensures particle selection and ingestiolume regulation by avoiding the
overloading of processing structures (Figure 20heWthe labial palps are the main site of
particle selection as proposed in the conceptua¢éree (Figure 20), a possible feed-back
mechanism on CR is suggested increasing the anajupdrticles to be processed. These
results demonstrating pallial organ plasticity@sponse to seston concentration open the way
to further investigations on the morphological adépn of feeding mechanisms @ gigas
In particular, it will be interesting to observeeteeasonal modifications of gill and palp areas
in relation to the high variability of food and &&s, characteristic of macrotidal ecosystems
(Barillé et al, in preparation). Moreover, at high SPM concemdrgtendoscopic observations
have suggested a possible role for the mantle enréffiection of masses of mucus-bound
particles, thus a possible phenotypic variationthef number and size of mantle rejection

tracts should be considered (Beninger and Ven889)L
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Figure 20. Conceptual representation of functional resporss®ciated with the pallial organ variations in a
high turbidity environment for oyster§rassostrea gigaswith large gills and small palps (on the left)dafior
oysters with small gills and large labial palps (@ right). CR: clearance rate; PF: pseudofacS&svi:

suspended particulate matter.

Figure 20. Représentation conceptuelle, dans un environnetodnide, des réponses fonctionnelles associées
aux variations des organes palléaux chez des bu@rassostrea gigaspossédant de larges branchies et de
petits palpes (a gauche) et pour des huitres passdd petites branchies et de larges palpes {@droR : taux

de filtration; PF : pseudofeces; SPM : matierewspension.
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2.3. Variations des tailles des organes palléaux &h I'huitre invasive,

Crassostrea gigas, le long d’un gradient de turbidité extréme

D’aprés un article soumis le 25 mai 2009, accept€'juillet 2009

Estuarine, Coastal and Shelf Science 85:431-436

Variations in the pallial organ sizes of the invasie oyster,Crassostrea gigas,

along an extreme turbidity gradient.

Mickaél Dutertre, Laurent Barillé, Peter G. Beninge, Philippe Rosa, Yves Gruet

2.3.1. Abstract

Spatial size variations of labial palps, gills ahd adductor muscle of the invasive feral
oyster,Crassostrea gigaswere studied along two gradients of suspendeticpkate matter
(SPM) concentrations in the temperate macrotidaurgoeuf Bay, (annual mean SPM
concentration gradient of 21.0 to 154.0 rifgand the adjacent Loire Estuary (annual mean
SPM concentration gradient of 24.1 to 630.4 Mgoin the French Atlantic Coast. The gill-to-
palp (G:P) ratios decreased with increasing tutpjdioth in the bay and the estuary. Changes
in G:P ratios were chiefly related to palp areaiatems, increasing gradually from low
turbidity to very high turbidity sites, while gilhrea showed no clear relationship with
turbidity conditions. The G:P ratio, showing a sigant relationship (r? = 0.97) with SPM
concentrations, is proposed as a pallial organ xinde oyster acclimation to turbidity
conditions. The area of the striated part of théuatbr muscle was always greater than that of
the smooth one, and adductor muscle area tendetbdeease when SPM concentration
increased. These observations show the morphologaggacity of the oyste€Crassostrea
gigas to tolerate SPM concentrations above the feediegsation thresholds previously
determined experimentally. They also suggest tladltap organ size variations could help

explain the success of recent feral oyster invasiortemperate turbid ecosystems.
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2.3. 2. Résumé

Les variations spatiales des tailles des palpemuab des branchies et du muscle
adducteur d€rassostrea gigaont été étudiées chez des huitres férales peddedong de
deux gradients de concentrations en matieres gessi®n (MES), dans la baie de Bourgneuf
(gradient de concentrations annuelles moyennes ES e 21,0 to 154,0 mg)l et dans
'estuaire de la Loire (gradient de concentratiamsuelles moyennes en MES de 24,1 to
630,4 mg1). Les rapports branchie/palpe (B/P) diminuentdaesla turbidité augmente dans
la baie et dans I'estuaire. Les changements dgsorapB/P sont principalement liés aux
variations des surfaces des palpes qui augmentegtgssivement entre les sites de faible
turbidité et de tres forte turbidité, alors que Bsfaces branchiales ne montrent pas de
relation évidente avec les conditions de turbidité. rapport B/P, montrant une relation
statistiquement significative (r2 = 0,97) avec ¢emcentrations en MES, est proposé comme
indice morphologique d’acclimatation aux conditiode turbidité dans les écosystemes
marins cotiers. La surface de la partie striée dsale adducteur est toujours plus grande que
celle de la partie lisse, et la surface du musdtiueteur tend a diminuer lorsque la turbidité
augmente. Ces observations montrent la capacitphulmgique de I'huitr€rassostrea gigas
a tolérer les concentrations en MES supérieures smuls de cessation d’alimentation
précedemment déterminés. Elles suggerent égalementles variations des tailles des
organes palléaux pourraient aider a expliquer ¢eésides récentes invasions d’huitres férales
dans les écosystémes tempérés turbides.

2.3.3. Introduction

The Pacific cupped oysteCrassostrea gigasvas deliberately introduced to worldwide
coastal waters for aquaculture in the twentiethtuagn In northern European temperate
ecosystemsC. gigas has become an invasive species due to the recgahseon and
proliferation of feral populations (Reigt al, 1999; Wehrmanmt al, 2000; Cognieet al,
2006). Itis assumed that the proliferatiorCofgigasin European farming areas is attributed
to a rise in water temperature over the past decadlewing successful reproduction, larval
development, and settlement (Diederieh al, 2005; Dutertreet al, in press a and b).
However, high densities of fer@l. gigasare found not only in the oyster-farming areas but

also outside them, notably in high - turbidity estes. This is even more remarkable since,

67



the few available data concerning the turbiditythadir native range in Japan indicate t@at
gigasis farmed in low turbidity conditions (Ventilla984; Fujisaweet al, 1987; Kobayashi
et al, 1997). To date, functional SPM thresholds havenbdetermined in laboratory
experiments and subsequently used in current mothelse suggest a cessation of filtration
and selection activities at 192 mgand 150 mg1, respectively, which correspond to SPM
concentrations markedly lower than those encoudtbsesome feralC. gigaspopulations,
which nevertheless seem to thrive in very highrbitlity ecosystems (Deslous-Paseti al,
1992; Pastoureaudt al, 1996; Barilléet al, 1997b). Considering the role of this reef-
building oyster as an ecosystem engineer and dsagic interest (see Ruesiek al, 2005
for a review), it would be interesting to determithe underlying mechanisms enabli@g
gigasto invade very high turbidity coastal ecosystems.

In suspension-feeding bivalves, pre-ingestive plarprocessing is performed by gills
and/or labial palps (Newell and Jordan, 1983; W&rdl, 1991; Beningeet al, 1992; 2004;
Barillé, 1994; Beninger and St-Jean, 1997; Cogtial, 2003; Ward and Shumway, 2004).
Intraspecific pallial organ variations, charactedzby smaller gills and larger palps when
seston concentration increases, have mainly bescrided in bivalves with a functionally
homorhabdic (sensu Beninger and Decottignies, 208tructure (Theisen, 1982; Essiak
al., 1989; Payneet al, 1995a; 1995b; Drengt al, 2004), in which post-capture particle
selection occurs only on the palps (Beninger etl@07; Beninger and St-Jean, 1997; Wetrd
al., 1998). However, recent studies on the functignia¢terorhabdic pseudolamellibranch
Crassostrea gigadave shown a relationship between gill and palgssizand particle
clearance and selection efficiency, at differembitlity levels (Dutertreet al, 2007). These
studies suggest th&t. gigasqill size variations could be more complex than gjemerally-
observed morphological trend (Barilkt al, 2000; Honkoopet al, 2003; Dutertreet al,
2007; Dutertre, 2008), potentially in relation thet particularly complex functionally
heterorhabdic gill structure, which enables patstlection and ingestion volume regulation
to be carried out on both gills and palps (Cogtial, 2003; Beningeet al, 2005; 2008).

In high-turbidity ecosystems whef& gigasis now invasive, delimiting the range of
SPM concentrations it can tolerate is of prime ingoace, especially for integration into
predictive ecophysiological models of growth pemiance and population dynamics (Barillé
et al, 1997a; Kobayastet al, 1997; van der Meer, 2006). It is thus interestmgletermine
whether the observed phenotypic plasticity of thegigaspallial organs may be a factor in
the extension of this species’ range of toleraterbidity conditions. An intraspecific

relationship between pallial organ size and SPMeatrations should therefore be quantified
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not only to answer this question, but also to admeding thresholds integrated into
ecophysiological models, and for use as a timegmated indicator of turbidity conditions
(Payneet al, 1995b).

Previous studies suggest that, although not dyréctlolved in particle processing, the
oyster adductor muscle size may also be an indicdtturbidity conditions (Yonge, 1936;
Barillé et al, 2000). Bivalve adductor muscle consists of a gmquart, responsible for
prolonged valve closure in unfavorable externaldtioons, and a striated part, mediating
rapid closure of valves in response to predatacktor waste ejection from the pallial cavity
(Yonge, 1936; Morrison, 1996). Just as adductorabeusize has been observed to vary in
mussels in relation to predation pressure (Hancd®5; Theisen, 1982), so it may be
hypothesized that frequent and strong valve clegmylting from the accumulation of large
amounts of rejected particles in the pallial cauwityder high-turbidity conditions, might
produce an increase in the size of the striated@dd muscle.

The aim of the present work was to investigate pl&ential relationship between
extreme SPM gradient and the size variations dlf€ gigaspalps, gills and adductor
muscle, in Bourgneuf Bay, an important French ayfteming area, and the adjacent Loire
Estuary. A further objective was to establish angative relationship betweedd. gigasG:P
ratios and SPM concentrations.

2.3.4. Materials and methods

2.3.4.1. Environmental characteristics

Bourgneuf Bay and the Loire Estuary are northempirate ecosystems subject to a
combination of seasonal and short-term variationsydrological parameters. Bourgneuf
Bay, a macrotidal shellfish ecosystem on the Freftantic Coast, is characterized by a
marked turbidity gradient, decreasing from Northn@@al mean SPM concentration = 154.0
mg.l") to South (annual mean SPM concentration = 33.8th@nd from East to West
(annual mean SPM concentration = 21.0 fjg(Table 3; Haure and Baud, 1995; IFREMER,
Quadrige Database 2004). The northern high tusbi(itT) site of La Coupelasse is an
oyster-farming area located on a mudflat while sbathern intermediate turbidity (IT) site,
Gresseloup, is a sandy-muddy farming area. At titeaece of the bay, the western low
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turbidity (LT) sites, Cobe’s Rock and Cape Herbaugli are characterized by sandy sediment
and rocky areas. The mean annual salinity in BeceugBay is 32.5 — 33.9 psu.

The Loire Estuary has a mean annual flow of 85%Mmwith peak floods in winter
reaching 4000 fhs?, while summer flows can be as low as 100sth SPM concentrations
vary from 10 to more than 2000 m{.in the maximum turbidity area (Froidefored al,
2003). The Loire estuary shows a decreasing SPMiegt seaward. The four selected
stations (Table 3, Figure 21) encompass two statairthe outer estuary, Cape Saint-Gildas
(low turbidity, LT) and Tharon-Plage (IT), and tvathers at Mindin (HT) and Paimboeuf
(very high turbidity, VHT) in the polyhaline sect(80 to 16 psu) of the inner estuary. Mean
annual SPM concentrations were obtained from dffemonitoring programs (IFREMER,
Quadrige Database, 2004; GIP Loire Estuaire, MEQHItabase, 2007). For two stations
(Tharon-Plage and Mindin), only partial turbidityatd were available (irregular satellite
readings - Froidefonet al, 2003), so these stations were not used for detation of the

pallial organ index.

2.3.4.2. Feral oyster sampling and maintenance

Feral oysters were collected at eight sites in Boeuf Bay (November 2004) and the
adjacent Loire Estuary (December 2007), along tlemdéh Atlantic Coast (Figure 21, Table
3). Adult feral oysters were selected, on rockysstates, within a shell length range of 7 — 10
cm in order to reduce the variability linked to raal size. Nevertheless, natural growth
conditions lead to a high variability in oyster klshape, especially when a crowding effect,
related to the scarcity of rocky substrates, i®a@ased with the longitudinal growth of the
shell (Orton, 1936; Gunter, 1938; Galtsoff, 1964 ossible effect of shell shape, described
by length-to-width (L:W), on gill-to-palp ratios wdested; subsequent comparisons between
oysters required a standardization of the palligho measurements to those of an equivalent
individual of 1 g dry tissue mass in order to tak® account the influence of different sizes
and ages (Andrews, 1979).

Since glycogen cells are a major component of oysps (Bertheliret al, 2000), we
performed these measurements at the end of thedwgive season, to avoid palp size
changes due to glycogen storage or utilization. Jdmme day of their sampling, individuals
were taken to the laboratory and manually clearidtiear shell epibionts, prior to biometric

and pallial organ measurements.
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Figure 21. Map showing location of study area and samplirtgssiA) of oysters,Crassostrea gigasin
Bourgneuf Bay and the Loire Estuary (SPOT satdliitage).

Figure 21 Carte montrant la zone d’étude et les sites dBtfonnages A) des huitres férale§rassostrea

gigas dans la baie de Bourgneuf et dans 'estuairad®ire (Image satellite SPOT).
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2.3.4.3. Biometric measurements

Measurements were performed on thirty oysters seanpl each of the eight sites in
Bourgneuf Bay and the Loire Estuary. Shell dimemsiimm) were measured with a caliper
to obtain length, width, length-to-width (L:W) ratand height. The right valve was removed
to take digital photographs of the pallial orgaws, which areas were delineated and
calculated with LUCIA G 4.80 image analysis softevgimage Analysis Systems). The
functional association of gills and palps in oystean be expressed as the gill-to-palp (G:P)
ratio. Gill and palp sizes were estimated from &neas of the outer right gill lamella and
labial palp, and G:P was calculated. The striagedpoth, and total adductor muscle areas
were estimated from their transverse sections,adinsbft parts were then dried at 60 °C for
48 h to obtain the dry tissue mass (DTM, g). Adlgienension and soft tissue mass are not
influenced in the same way by environmental vasiei (Hilbish, 1986), morphological
responses involving pallial organs of bivalves acenmonly standardized to those of an

equivalent individual of 1 g DTM as follows (Bayetal, 1987; Barilléet al, 2000):

POA;=(1/DTM ¥ x POAy

where POA represents the pallial organ area for the standgrster, POA« is the

experimental value and b the allometric exponeatsrchined by Barillé&t al. (2000).

2.3.4.4. Statistical analysis

Sigmastat 3.1 (Systat software) was used fortafistical analyses. After checking the
normality and heteroscedasticity of the distribngo one-way or two-way parametric
ANOVA were performed. Where appropriate, Studenivian-Keuls (SNK) tests were then
carried outa posteriori Non-parametric Spearman tests were also usedeterndine
correlations between distributions (Conover, 199@Yiations in G:P ratio were fitted against
log(SPM concentrations) using an inverse polynommatiel y = a + (b / xX) + (c / x3) which

was tested by analysis of variance.
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Table 3. Characteristics of the sampling sites of feral essiCrassostrea gigasn Bourgneuf Bay (first four

sites) and the adjacent Loire Estuary (last fouasyi SPM: suspended particulate matter. HT: highidity; IT:

intermediate turbidity; LT: low turbidity; VHT: vgrhigh turbidity 'Decottignies P., Université de Nantes,
unpublished dat€éIFREMER, Quadrige Database 206G4taure and Baud, 199%roidefondet al, 2003 (data
partially available)’GIP Loire Estuaire, MECEL Database 2007.

Tableau 3 Caractéristiques des sites d’échantillonnagesittds féralesCrassostrea gigasdans la baie de

Bourgneuf (les quatre premiers sites) et dansuast de la Loire (les quatre derniers sites). féfte turbidité;

IT: turbidité intermédiaire; LT: faible turbiditéSPM: matiére en suspension; VHT: trés forte tutbidi
Decottignies P., Université de Nantes, donnéespubtiées?IFREMER, Quadrige Database 208#iaure and
Baud, 1995%roidefondet al, 2003 (données partiellement disponibl&S)P Loire Estuaire, MECEL Database

2007.
Sampling site Co-ordinates Annual mea? SPM Turbidity condition
(mg.l )

Cape Herbaudiere 47°1'39.9” N 21.0° LT
2°18'32.1" W

Cobe’s Rock 47°1'10.0" N 24.3° LT
2°13' 35.3" W

Gresseloup 46°57' 2.6” N 33.8° IT
2°7'53.4" W

La Coupelasse 47°1' 34.7" N 154.0° HT
2°1'55.9" W

Cape Saint-Gildas 47°7' 58.3" N 24.1° LT
2°15' 2.3" W

Tharon-Plage 47°10’40.7" N dpa’ IT
2°9'54.9" W

Mindin 47°16' 3.4" N dpa* HT
2°10'16.8" W

Paimboeuf 47°17 25.8” N 630.4° VHT
2°1'57.5" W

2.3.5. Results

Differences in oyster shell shape (Table 4, one-MaPVA, p < 0.01) were considered

with regard to the length:width ratio (L:W). Shedlsowed a similar sub-circular shape (L:W
=1.4to 1.7) in most of the sampling sites, bettlvere longer and thinner (L:W = 2.3 to 2.6)
in the oyster-farming sites of La Coupelasse an@s&zloup (SNK-testsp < 0.01),
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characterized by a sparseness of rocks for attaghntéowever, L:W ratios were not
correlated to G:P ratios (Spearman correlation test 0.34) indicating that shell shape did
not significantly influence the size of the pall@agans.

Table 4.Mean (+ SD) shell measurements (length, width, lemgdth (L:W) ratio and height) and proportion of
the striated part of the adductor muscle in feyaters,Crassostrea gigascollected from different turbid sites of

Bourgneuf Bay (first four sites) and the adjaceniré. Estuary (last four sites).

Tableau 4 Mesures de la coquille (longueur, largeur, rappmmgueur/largeur et hauteur) et proportion de la
surface striée du muscle adducteur chez des hud#érakes,Crassostrea gigascollectées dans des sites de
turbidités différentes de la baie de Bourgneuf (laatre premiers sites) et de I'estuaire de lad @ies quatre

derniers sites).

Sampling site n Shell length Shell width L:w Shell height Striated
(mm) (mm) ratio (mm) area (%)
Cape Herbaudiere 30 70.3+95 50.1+9.2 1.4+03 21.4+4.1 57.2+6.2
Cobe’s Rock 30 845+11.0 51.3+8.3 1.7+03 23.2+41 55.0+7.9
Gresseloup 30 103.3+12.1 46.2+5.0 23+0.3 25.4+4.1 53.7+6.6
La Coupelasse 30 104.0+11.3 40.7+5.3 26+04 259+28 56.1+5.5
Cape Saint-Gildas 30 83.0+8.3 57.6+5.8 15+0.2 18.1+3.1 56.9+7.6
Tharon-Plage 30 76.8+9.3 51.3+7.8 15+0.2 30.3+95 60.9+4.8
Mindin 30 851+11.2 54.5 +10.5 1.6+0.3 298+ 75 65.8+4.4
Paimboeuf 30 80.1+104 50.0 £ 8.2 1.6+0.3 21.4 £5.0 64.0+£6.0
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Significant variations were recorded for gill aréasween the different turbidity sites of
Bourgneuf Bay and the Loire Estuary (Figure 22A¢-eray ANOVA,df = 7,F = 9.70,p <
0.01), palp areas (Figure 22B, one-way ANOVWA= 7,F = 82.17,p < 0.01) and G:P ratios
(Figure 22C, one-way ANOVA(Jf = 7,F = 36.62,p < 0.01). Gill area was significantly larger
at the VHT site and smaller at the LT site withaay trend related to turbidity (Figure 22A,
SNK-tests,p < 0.01 andp < 0.05, respectively). In contrast, a positivatiehship between
palp area and turbidity was observed both in thedval in the estuary (Figure 22B). Palps
were significantly smaller at the LT sites (SNKtfgs< 0.01), while they were significantly
larger at the VHT site (SNK-tegt,< 0.01).

Although there was no correlation between gill @atp area variations (Spearman test,
n=8,r =0.30,p = 0.41), two clear gradients were established WithG:P ratios, showing
significantly higher values at the LT sites (Fig@2C, SNK-testp < 0.01) and significantly
lower values at the VHT sites (SNK-tegts 0.01). G:P ratios were negatively correlatedhwit
palp areas (Spearman correlation tast, 8,r = -0.93,p < 0.01), while no correlation was
found with gill areas (Spearman correlation test, 8,r = -0.07,p = 0.84). A quantitative
relationship was established between G:P ratiosaandal mean SPM concentrations (Figure
23, one-way ANOVAp < 0.05, log(SPM) = 1.08 + (0.19 / (G:P ratio))6t21 / (G:P ratio)?),
n=6,r>=0.97).

The adductor muscle area of feral oysters showgdfsiant variations according to the
differing turbidity sites of Bourgneuf Bay and theire Estuary (Figure 24, one-way
ANOVA, df = 7,F = 18.31,p < 0.01). Adductor muscle area was significanthgdst at the
LT sites (SNK-testp < 0.05), while it was smallest in the VHT conditgoof Mindin (SNK-
test,p < 0.01). The proportion of the striated area @f #ldlductor muscle was always higher
than the smooth area at each site (Table 4, twoANDVA, df = 1,F = 122.42p < 0.01).
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Figure 22.Mean areas (= 95% CI; n = 30) of palps (A), giBy é&nd gill-to-palp (G:P) ratio (C) standardized to
a feral oyster of 1 g dry tissue mass, from diff¢reurbid sites in Bourgneuf Bay and the Loire Bsyu Cb:
Cobe’s Rock; Cp: Coupelasse; Gd: Cape Saint-Gil@s;Gresseloup; Hb: Cape Herbaudiére; HT: high
turbidity; IT: intermediate turbidity; LT: low tuibity; Md: Mindin; Pb: Paimboeuf; Tr: Tharon-PlagéHT:
very high turbidity.
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Figure 22 Surfaces, standardisées pour 1 individu équivaleing de masse de tissus secs, des branchies (A)
des palpes (B), et rapports branchie/palpe (C)ittdmiféralesCrassostreagigas, provenant de différents sites
turbides de la baie de Bourgneuf et de I'estuaielal Loire. Cb: Rocher du Cobe; Cp: la Coupelasse
Gd :Pointe Saint-Gildas; Gl :Gresseloup; Hb : Roidé I'Herbaudiére; HT : site de forte turbidit&;:Isite de
turbidité intermédiaire; LT :site de faible turlti&i Md : Mindin; Pb : Paimboeuf; Tr : Tharon-Plag#iT : site

de trés forte turbidité. Les valeurs moyennes donnhées avec leurs intervalles de confiance a 95%.

3,5 1
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Figure 23.Relationship between gill-to-palp (G:P) ratios andpended particulate matter (SPM) concentrations
for feral oystersCrassostrea gigasliving in different turbidity conditions in Bourgguf Bay and the Loire
Estuary on the French Atlantic Coast.

Figure 23. Relation entre les rapports branchie/palpe (@tP®)ret les concentrations en matiére en suspensio
(SPM) pour des huitres féralegSrassostrea gigasvivant dans des conditions de turbidités difféesrdans la

baie de Bourgneuf et dans I'estuaire de la LoineJa cote atlantique frangaise.
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Figure 24.Mean areas (+ 95% CI; n = 30) of the adductor naustdndardized to a feral oyster of 1 g dry tissue
mass, from the different turbid sites in BourgnBaly and the Loire Estuary. Ch: Cobe’s Rock; Cp: abasse;
Gd: Cape Saint-Gildas; Gl: Gresseloup; Hb: Capebaiadiere; HT: high turbidity; IT: intermediate tigthy;

LT: low turbidity; Md: Mindin; Pb: Paimboeuf; Tr:Raron-Plage; VHT: very high turbidity.

Figure 24. Surface, standardisée pour 1 individu équivatettg de masse de tissus secs, du muscle adducteur
d’huitres féralesCrassostreagigas, provenant de différents sites turbides dddee de Bourgneuf et de
I'estuaire de la Loire. Cb : Rocher du Cobe; Cp Cbupelasse; Gd :Pointe Saint-Gildas; Gl :Greagelblb :
Pointe de I'Herbaudiére; HT : site de forte turtBdilT : site de turbidité intermédiaire; LT :sitee faible
turbidité; Md : Mindin; Pb: Paimboeuf; Tr: Tharétage; VHT : site de trés forte turbidité. Les ewak
moyennes sont données avec leurs intervalles d&anoa a 95%.

2.3.6. Discussion

2.3.6.1. Relationship between SPM concentrationpatichl organ areas

G:P varied inversely with turbidity (21.0 to 154 #ifgin the macrotidal bay; 24.1 to
630.4 mgt in the estuary), suggesting a role of the retatpallial organ sizes in the
tolerance of feral oysters to turbid conditions.wdwer, taken separately, pallial organ
variations showed some differences with the ingasjz trend observed in functionally
homorhabdic bivalves (Theisen, 1982; Esstlal, 1989; Paynet al, 1995a; Barilléet al,
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2000; Dutertreet al, 2007). Indeed, while th€. gigaspalp area clearly showed significant
enlargement with increasing turbidity, gill areaigions were less marked, despite a general
decreasing trend in the bay (between IT and HEs#ed the adjacent estuary (between LT
and HT sites). As it is recognized that feedingsaif suspension-feeding bivalves are related
to feeding organ size (Kigrboe and Mghlenberg, 19Riheset al, 1992; Franz, 1993;
Pouvreauvet al, 1999; Dutertreet al, 2007), smaller gills in high turbidity conditiotsve
been hypothesized to reduce the amount of cleaagticles to be processed by palps. In
functionally homorhabdic bivalves, this mechanismbably avoids overloading the palps,
which are the only pallial organ involved in posgpture particle selection and ingestion
volume regulation (Beninger and St-Jean, 1997; aa, 1998). However, the capacity of
oysters to qualitatively select particles firsttbeir heterorhabdic gills, allows a reduction in
the amount of particles transferred to the palghaut a reduction in the clearance rate and/or
gill area (Cognieet al, 2003; Beningeet al, 2008). Indeed, small gills have been linked with
increases in clearance rate and particle seleetificiency, enhanced by large palps,Gn
gigasexposed to high SPM concentrations (Dutegtral, 2007). Furthermore, it should be
noted that in oysters, the inverse relationshipvbeh the annual mean SPM concentrations
and the G:P ratios is chiefly the result of theppaiea variations. However, although gill and
palp sizes generally varied in opposite ways, atritfost upstream site of the Loire Estuary,
the lower salinity might have caused an increaspaitial organ cell volume (Neufeld and
Wright, 1996), and, consequently, an overestimatiothe gill and palp sizes.

Contrary to expectations, adductor muscle areaetbntb decrease when SPM
concentration increased. In most oceanic LT sit@ger adductor muscle area could be
associated with predator pressure due to the aboedaf the starfistAsterias rubensas
previously observed in mussels (Figure 25; Hanc®6k5; Theisen, 1982). A larger striated
part of the adductor muscle, which allows a morkcieht ejection of waste particulate
material from the pallial cavity, was attributedtbe@ ability of the oyster gen@rassostredo
better withstand high seston loads than the geébsisea (Yonge, 1936) However, no
variation in these relative proportions was obsgrvelated to the turbidity gradients,
suggesting that the ejection of waste material fribv@ pallial cavity is not a functional

constraint forC. gigasliving in high SPM concentrations.
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Figure 25.Predation, in laboratory, of the oysterassostrea gigaby the starfistAsterias rubens

Figure 25.Prédation, en laboratoire, de I'huitteassostrea gigapar I'étoile de meAsterias rubens

2.3.6.2. Pallial organ index and feeding functlaheesholds

The mean annual SPM concentrations used to egtalbles quantitative relationship
were obtained from hourly-recording situ probes, which measured the different sources of
variability (seasonal, fortnightly and semidiurnadlal cycles) to provide an unbiased
integrated measurement of the turbidity conditiegerienced by feral oysters. The
significant relationship obtained between G:P mtend SPM concentrations therefore
suggests that, ifC. gigas gill and palp variations allow feeding and ingastvolume
regulation at high turbidities (Bernard, 1974; Eos$mith, 1978; Widdowst al, 1979;
Beningeret al, 2008). Indeed, the particle-processing capacitiesyster heterorhabdic gills
have only been demonstrated at low numerical SPMeamrations and could be insufficient,
without augmentation by palp particle sorting, totimize food intake at high turbidity
conditions (Cogniet al, 2003; Beningeet al, 2008).
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In bivalves, feeding constraints are commonly assed with functional thresholds of
SPM concentrations, experimentally determined fatigle retention (Palmer and Williams,
1980; Barilléet al, 1993), filtration (Barilléet al, 1997b; Navarro and Widdows, 1997;
Velasco and Navarro, 2002) and selection (Pastadretal, 1996; Barilléet al, 1997b;
Navarro and Widdows, 1997). In oysters, some dddltaresholds, such as the critical size of
particles for entry into the openings of the gilingipal flaments (Cogniet al, 2003) and
particle retention in the gill interfilamentary sjgs (Palmer and Williams, 1980; Bariééal,
1993), have previously been directly related to fthectionally heterorhabdic gill structure.
During prolonged turbidity, the flexibility of thearticle-processing surfaces of gills and palps
could modify the functional thresholds and therefdhe range of SPM concentrations
tolerated by heterorhabdic bivalves (Figure 26)high turbidity conditions, this induces a
physiological - morphological trade-off, as the ryaic cost of pallial organ size variations is
compensated by optimization of the food intake (DteWwt al, 1998; Piersma and Drent,
2003; Bayne, 2004). Thus, the SPM concentratioastiolds for the cessation of filtration
(192 mg.1") and pre-ingestive selection (150 riy,ldetermined folC. gigasliving between
IT and HT conditions (Barill&t al, 1997b), could change as a function of habitddidify. It
is thus evident that cost — benefit analysis oterypallial organ plasticity must be considered
in any study of oyster energetics and productiord most importantly especially for the
development of ecophysiological models which seekquantify energy budgets and
population management in turbid environments (Baet al, 1997a; DeWittet al, 1998;
Ernandeet al, 2004; Pouvreaat al, 2006; van der Veeaat al, 2006).
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Figure 26. Conceptual representation of feeding functiona¢gholds related to gill and palp size for oysters,

Crassostrea gigadiving in a high turbidity environment.

Figure 26.Représentation conceptuelle des seuils fonctiordialsnentation liés a la taille des branchies et d

palpes chez des huitr&xassostrea gigavivant dans un environnement turbide.
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2.4. Plasticité phénotypique des organes palléauxhez [I'huitre creuse

Crassostrea gigas en réponse aux variations temporelles de la turbité

2.4.1. Introduction

Les populations férales de. gigassont susceptibles de présenter des variations des
tailles des branchies et des palpes labiaux rekatisux conditions de turbidités des
environnements dans lesquels elles se développient.que les différences interspécifiques
des tailles des organes palléaux puissent étregaiergénétique (Kigrboe et Mghlenberg,
1981; Comptoret al, 2007; 2008), de telles différences observéesimudsune méme espece
semblent avoir une origine phénotypique (Theis&821 Essinket al, 1989; Paynet al,
1995a; 1995b; Drenet al, 2004). Par définition, la plasticité phénotypigtenstitue une
réponse comportementale, physiologique ou morplepleg graduelle et réversible d’'un
organisme vivant vis-a-vis des changements enveoremtaux (Piersma et Drent, 2003). La
réalisation de transplantations réciproques enites aractérisés par des conditions de
turbidités différentes a permis de mettre en éwidaes variations phénotypiques des tailles
des branchies et des palpes chez le Bivalve hormditedV. edulis (Essinket al, 1989).
ChezC. gigas des variations saisonnieres des masses reldtgelsranchies et des palpes ont
été observées mais n'ont pas été mises en relatien des modifications environnementales
(Honkoopet al, 2003; Piersma et Drent, 2003; Bayne et Honko6p32

Les écosystéemes tempérés cotiers sont caractépeesde fortes variations des
conditions environnementales, liées aux saisonscgcles de marées ou a l'action du vent
(Mann, 1982). La fermeture hermétique de la coguiflar adduction des valves, est une
réponse comportementale commune aux especes did3ivdavant dans ces écosystémes,
qui leur permet de tolérer certaines conditionsirenmementales non optimales, voire
défavorables pour leur survie (Shumway, 1996; Hesmoet al, 1997). Lors d’'une
augmentation brutale de la concentration en MESflux de matériel particulaire sur les
branchies et des palpes peut endommager les s@sictissulaires, et/ou entrainer une
surcharge et un arrét du fonctionnement des swgfdedraitement des particules (Urrugia
al., 1997). Cependant, la fermeture des valves estrépense limitée dans le temps, car

'animal, isolé de la colonne d'eau, vit en anaé@sb et doit consommer ses réserves
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eénergétiques pour assurer le fonctionnement densétabolisme (Akberali et Trueman,

1985). Des variations phénotypiques des tailles demchies et des palpes labiaux
constitueraient une réponse morphologique aux Namg temporelles des concentrations en
MES, évitant un jelne et une anoxie prolongeées. s, pces variations morphologiques
permettraient également aux Bivalves d’optimiseprige de nourriture, en fonction de leurs
besoins énergétiques et de la quantité et de lagdas MES (DeWitet al, 1998).

Afin d'étudier la dynamique de la plasticité ph§mitjue des organes palléaux Ge
gigasen fonction des concentrations en MES, les vanatides tailles des branchies et des
palpes labiauxont été suivies pendant une année, chez des hf@tedes provenant de deux
sites ou les parametres environnementaux étaieagistrés en continu. Une étude identique
a également été menée sur des huitres féraleplaatées de fagcon réciproque dans chacun

des deux sites.

2.4.2. Matériels et méthodes

2.4.2.1. Transplantations réciproques et échantilge des huitres férales

En mars 2005, des huitres férales adultes, s'é@wloppéesn situ (naturellement
fixées sur des substrats rocheux) dans la baieodegBeuf, ont été collectées dans un site de
turbidité intermédiaire (T, Gresseloup) et danssiia de forte turbidité (FT, La Coupelasse)
(Haure et Baud, 1995; Figure 15). Afin de pouvaiivee des lots identiques, les huitres de
chaque site ont été placées dans quatre pochégcoklds en plastique ajourées (1,0 x 0,5 m,
maille = 2 cm) contenant chacune 280 individus. Dgoches ont été laissées en place dans
chacun des deux sites, tandis que les deux auick®ep ont €té transplantées réciproquement
dans l'autre site afin d’étre soumises a de noasatbnditions de turbidité. Ainsi, certaines
huitres férales originaires de Gresseloup soné@estn place (huitres Tl) dans des conditions
de turbidité intermédiaire tandis que d’autres ér# transplantées dans des conditions de
turbidité plus forte (huitres TFT). De méme pous leuitres férales originaires de la
Coupelasse, certaines sont restées en place ghbifjeet d’autres ont été transplantées dans
des conditions de turbidité plus faible (huitred)TDans chacun des deux sites, les poches
contenant des huitres transplantées ou non-trariépkaont été installées cote a cote, sur des
tables ostréicoles, a 60 cm au-dessus du sédibants chacun des deux sites, 30 huitres
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transplantées et 30 huitres non-transplantéesténgégulierement échantillonnées de facon
aléatoire dans chacun des deux sites, jusqu’eniefé@006. Le jour méme de leur
prélévement, les huitres vivantes, maintenues,2oseété nettoyées a la main afin d’éliminer

les épibiontes et les dépots de sédiment, puisepedénesurees avec un pied a coulisse.

2.4.2.2. Surfaces des organes palléaux et madsesds secs

L’estimation des surfaces des branchies et degpddpiaux, ainsi que la détermination
des rapports branchie/palpe (B/P) ont été réalissewant les protocoles décrits
précédemment (cf. 2.2.4.2). Afin de limiter I'infince de la croissance et de la reproduction,
les surfaces des organes palléaux ont ensuitdagtdasdisées pour un individu équivalent a

1 g de masse de tissus secs (cf. 2.3.4.3).

2.4.2.3. Enregistrement des parametres environriamnen

Durant la période d’étude, des sondes multi-parasdly S| 6600), installées sur des
tables ostréicoles a Gresseloup et a la Coupelassepermis d’enregistrer les variations
horaires de la température de I'eau, de la sal{oit@ductivité), de la concentration en MES
(néphélométrie, NTU) et de la concentration en rdgbyllea (fluorescencén vivo, %).

Des échantillons d’eau de mer, préleirésitu dans chacun des deux sites durant deux
cycles de marée, ont permis de calibrer les donoléenues a partir des enregistrements des
sondes. Certains échantillons d’eau de mer ordgéitidés a 60°C pendant 48 h puis calcinés a
450°C pendant 4 h afin d’obtenir respectivemeatdencentrations en MES et en matiéere
inorganique particulaire (MIP) (Barillé-Boyet al, 2003), tandis que d’autres échantillons
ont été analysés par spectrophotométrie, apresotixin a I'acétone (Lorenzen 1967), afin de
déterminer les concentrations en chlorophglld-es concentrations en matiére organique
particulaire (MOP) correspondent a la différencestes concentrations en MES et en MIP.
Les données horaires provenant des sondes omagsfarmées en concentrations en utilisant

les équations de régression suivantes :

MES (mg.%) = 1,44 x turbidité (NTU) + 12,92, n = 17, 12 98,
MOP (mg.I*) = 0,18 x turbidité (NTU) + 3,42, n =17, 12=0,9
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Chlorophyllea (ng.I") = 4,63 x fluorescende vivo (%) + 1,65, n = 16, r2 = 0,92

La dilution et qualité de la nourriture, correpontieespectivement au pourcentage de
MOP dans la MES et au pourcentage de chloroplaytlans la MOP, ont été calculées de la

facon suivante :

Dilution de la nourriture (%) = (MOP (md)l/ MES (mg.1") ) x 100
Qualité de la nourriture (%) = ( chlorophytefmg.r*) / MOP (mg.1") ) x 100

2.4.3. Résultats

2.4.3.1. Variations saisonniéres des conditionsrenmementales

Dans les deux sites, les variations saisonnierés wenpérature de I'eau sont similaires
et correspondent au schéma général des écosystempsérés de I'hémisphére nord. La
salinité est également similaire entre les dewessit

Entre mars 2005 et février 2006, les concentraton®MES ont toujours été nettement
supérieures dans le site de forte turbidité (FT)rppport au site de turbididté intermédiaire
(T1) (Figure 26A; ANOVA a 2 facteursp < 0,01). Dans le site FT, la concentration en
chlorophyllea est positivement corrélée a celle de la MES (tesEpearman, r = 0,6R,<
0,05), mais ne montre pas de schéma saisonnigevanche, dans le site TI, la concentration
en chlorophyllea montre une corrélation négative avec la températierd’eau (Test de
Spearman, r = - 0,79 < 0,01), correspondant a des augmentations gigtiifes de la
concentration en chlorophylke-au printemps et en automne, lorsque la tempéradeiigau
est relativement basse. Durant la période d’étladelilution et la qualité de la nourriture
montrent des différences significatives entre leaxdsites (Figure 26B et C; ANOVA a 2
facteursp < 0,01).
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Figure 26. Variations (moyennes mensuelles + intervallesatdiance a 95%) des concentrations en matiére en
suspension (MES, A), de la dilution des particudeganiques (MOP/MES, B) et de la qualité des palgi
organiques (Ch&#MOP, C) dans le site nord de forte turbidité (KT dans le site sud de turbidité intermédiaire
(IT) de la baie de Bourgneuf, entre mars 2005eidé 2006.
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2.4.3.2. Variations saisonnieres des surfaces dgses palléaux chez les huitres non-
transplantées (huitres Tl et FT)

Les variations temporelles des surfaces des brasi@tides palpes des huitres Tl et FT,
ainsi que du rapport B/P, présentent des difféemsignificatives relatives aux sites et aux
périodes de prélevements (Figure 27; ANOVA a 2daxst; p < 0,01). D’octobre a mars, la
taille moyenne des branchies des huitres Tl esifsigtivement plus grande que celle des
huitres FT (Figure 27A; tests SNK;< 0,01), alors qu’il n’y a pas de différence sfgitive
entre avril et septembre (tests SNK> 0,05). Durant la période d’étude, la surface emme
des palpes labiaux est toujours significativeméus pnportante chez les huitres FT que chez
les huitres TI (Figure 27B; tests SNK; < 0,01). En revanche, le rapport B/P est
significativement plus important chez les huitrégHigure 27C; tests SNKy < 0,01). Chez
ces huitres, le rapport branchie/palpe diminueifstgtivement, au printemps, entre mars et
mai (tests SNK; p < 0,01), augmente en juillet (Stekt; p < 0,01), puis ne montre plus de
différences significatives jusqu’en février (te€S8lK; p > 0,05). Chez les huitres FT, le
rapport B/P ne présente pas de différences sigtifes durant toute I'année (tests SNKs
0,05).
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Figure 27. Variations temporelles des surfaces des branciigse( des palpes (B), ainsi que du rapport
branchie/palpe (B/P, C), chez des huitres férastes en place dans un site de turbidité inteainédiTl) et
dans un site de forte turbidité (FT). Les valeusyemnes sont données avec leurs intervalles deaccef a
95%.
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2.4.3.3. Variations saisonnieres des surfaces dganes palléaux chez les huitres

transplantées

2.4.3.2.1. Huitres transplantées sur le site dbitlité intermédiaire (huitres TTI)

Durant la période d’étude, les surfaces des brasddti des palpes, ainsi que le rapport
branchie/palpe, des huitres TTI montrent des diffées significatives vis-a-vis de celles des
des huitres FT (Figure 28; ANOVA a 2 facteugs;< 0,01). Trois mois apres la
transplantation, la surface branchiale moyennehdéses TTI devient significativement plus
grande que celle des huitres FT (Fig. 28A; test&;3N< 0,05). La surface moyenne des
palpes labiaux des huitres TTI devient significatnent plus petite que celle des huitres FT
apres un mois de transplantation (Figure 28B; t8MK, p < 0,01). Quatre mois apres la
transplantation, le rapport B/P moyen des huitr€és devient significativement supérieur a
celui des huitres FT (Figure 28C; tests SNKx 0,01). La relation entre les variations
saisonnieres des rapports B/P des huitres Tl ehuié®s TTI est décrite par une régression
linéaire significative (Figure 29A; Régression hme; n = 10; R2 = 0,42p < 0,05).En
revanche, cette relation n’est pas significativardes huitres FT et les huitres TTI (Figure
29B; Régression linéaire; n = 10; R2 = 0,06; 0,50).

2.4.3.2.2. Huitres transplantées sur le site deefturbidité (huitres TFT)

Durant la période d’étude, les surfaces des brasattides palpes des huitres TFT, ainsi
qgue le rapport B/P, montrent des différences sicaties vis-a-vis de celles des huitres TI
(Figure 30; ANOVA & 2 facteurg < 0,01). Deux mois apres la transplantation, Idase
moyenne des palpes labiaux des huitres TFT designificativement supérieure a celle des
huitres IT (Figure 30B; tests SNI§;< 0,01). Deux mois apres la transplantation, fgooat
B/P moyen des huitres TFT devient significativemaférieur a celui des huitres Tl (Figure
30C; tests SNKp < 0,01). Une relation linéaire hautement signtfiaa pu étre établie entre
les variations saisonniéres des rapports B/P di#selUFT et des huitres TFT (Figure 29D;
Régression linéaire; n = 10; R2 = 0,@ls 0,01), mais pas entre les variations saisorsiges
rapports B/P des huitres Tl et des huitres TFQufiei 29C; Régression linéaire; n = 10; R2 =
0,02;p=0,92).
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Figure 28 Variations temporelles des surfaces des brancigse( des palpes (B), ainsi que du rapport
branchie/palpe chez des huitres férales originalias site de forte turbidité, et ayant été laissée place (FT)
ou transplantées dans un site de turbidité plugdefa(TTl). Les valeurs moyennes sont données amers |

intervalles de confiance a 95%.
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Figure 30. Variations temporelles des surfaces des branchiest(des palpes (B), et du rapport branchie/palpe
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2.4.4. Discussion

2.4.4.1. Variations temporelles des tailles desawmeg palléaux en fonction des
concentrations en MES chez les huitres non-transgga

De méme que pour la concentration en MES, la tddle palpes labiaux des huitres
férales demeure toujours nettement supérieureldasi®e de forte turbidité par rapport au site
de turbidité intermédiaire. Ceci confirme la radatiexistant entre la taille des palpes labiaux
de C. gigaset la charge sestonique (Bariké al, 2000; Dutertreet al, 2007), notamment
concernant la nécessité pour les huitres d’augméeticacité de la sélection pré-ingestive
et de réguler le volume d’ingestion lorsque lestipales organiques sont diluées par une
guantité importante de matériel inorganique (Baind®74; Foster-Smith, 1978; Beninger
and St-Jean, 1997; Waed al, 1998).

La relation entre les variations de la taille demnbhies et de la concentration en MES
est beaucoup moins nette que pour les palpes laliaueffet, bien qu’entre juin et mars, la
surface branchiale tende a étre plus grande dasitelee moins turbide comme cela a été mis
en évidence chez des Bivalves homorhabdites (Tiei€82; Essinlet al, 1989; Paynest
al., 1995a; 1995b; Dremt al, 2004), ce n’est pas le cas durant les mois d’avde mai. En
avril, la diminution de la surface branchiale obsgerchez les huitres vivant dans le site de
turbidité intermédiaire coincide avec une augmeriade la concentration en chlorophyde-
correspondant a un bloom printanier de microalg@s.phénomene semble se produire
également chez les huitres qui ont été transplardaas le site de turbidité intermédiaire.
Ainsi, lorsque la quantité de nourriture n’est pasfacteur limitant, la réduction de la surface
branchiale permettrait de diminuer I'énergie iniestians le traitement des particules,
notamment concernant la production de mucus antasvements ciliaires, et d’allouer plus
d’énergie vers la croissance et la reproduction.

Durant toute I'année, le rapport branchie/palpe segtérieur chez les huitres férales
vivant dans le site le moins turbide, montrant pontance de la taille relative des palpes et
des branchies dans la réponse des huitres feratesoaditions de turbidité. En avril-mai, le
rapport branchie/palpe des huitres férales momteediminution importante dans le site de
turbidité intermédiaire consécutivement a la diniou de la surface branchiale. Ainsi, la
réponse de la morphologie branchialeQlegigasvis-a-vis de la ressource trophique est plus

rapide que celle des palpes comme cela a été @panHonkooget al. (2003). Cependant,
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contrairement a ce que ces auteurs suggéraieattinge mesures massiques realisées sur des
huitres cultivées a Port Stephens (Australie),algport branchie/palpe diminue lorsque les
conditions environnementales semblent favorablette@ifférence de réponse entre les deux
études peut étre le résultat de conditions expétiaes et/ou environnementales différentes.
Dans le site de forte turbidité, les conditionghigues varient significativement au cours de
'année alors que le rapport branchie/palpe restativement stable, aussi bien chez les
huitres restées en place (FT) ou transplantées)(d&1s ce site. Ainsi, la forte variabilité des
concentrations en matiéres en suspension sur tEvdlies de temps relativement courts
(heure, jour) ne permettrait pas une réponse ghiadide la morphologie des organes palléaux

deC. gigas

2.4.4.2. Plasticité phénotypique des branchieggipdlpes labiaux

Les variations morphologiques observées chez lasrebButransplantées et non-
transplantées mettent en évidence la plasticitthgifgpigue des branchies et des palpes
labiaux en fonction de la concentration en MES. eifiet, la taille des organes palléaux
impliqués dans l'alimentation des huitres tranggles dans un milieu tend a converger vers
celle des huitres s’étant développées dans ceumiie phénomeéne est particulierement
visible au niveau des palpes labiaux dont la serfacgmente lorsque les individus sont
transplantés dans des conditions de turbidité folies et diminue lorsqu’ils sont transplantés
dans des conditions de turbidité plus faibles. @exifirme le r6le important joué par les
palpes labiaux dans la tolérance @e gigasvis-a-vis des fortes concentrations en MES
(Barillé et al, 2000; Dutertreet al, 2007). Bien que les surfaces branchiales deseluit
transplantées tendent a augmenter lorsque la ttétdominue, les variations de ces organes
palléaux sont nettement moins marquées que cakepalpes labiaux. Contrairement a ce qui
a été observé chez les Bivalves homorhabdites $€heil982; Essinkt al, 1989; Paynet
al., 1995a; 1995b; Dremt al, 2004), la concentration en MES n’influence qublé&mnent la
surface branchiale dé. gigas Ainsi, en effectuant un premier traitement degipaes, la
structure hétérorhabdite de la branchie des hupeesiet de réguler la quantité de matériel
transféré vers les palpes labiaux sans que cel@oessite une réduction importante de la
surface branchiale. Dés lors, 'augmentation de¢alke des palpes des huitres permettrait
surtout d’améliorer, par le biais de la sélectiog+imgestive, la qualité du matériel particulaire

ingéré plutdét que de réguler le volume d’ingestibiimportance des tailles relatives des
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branchies et des palpes dans la tolérancgé.dggasaux conditions de turbidité est mise en
évidence par une meilleure corrélation entre lppaets branchie/palpes des huitres soumises

aux mémes conditions environnementales, qu’entre des huitres originaires du méme site.

2.4.5. Conclusion

La variation phénotypique des tailles des orgarsegux deC. gigasconstitue un
mécanisme de compensation vis-a-vis des variatemporelles de la qualité et de la quantité
des MES, et semble étre un des mécanismes favolasarolifération des huitres férales dans
les écosystemes tempérés turbides. Cette plastiwigphologique permet notamment de
maintenir le fonctionnement des mécanismes destnaihts pré-ingestifs des particules lors
d’'une exposition prolongée a un stress turbidggretyablement, d’optimiser I'utilisation de la
ressource trophique. Cet aspect temporel devnatpts en compte dans ['utilisation de la
taille relative des branchies et des palpes labmamme indicateur de l'acclimatation des
huitres, et plus largement des Bivalves, aux canditde turbidité (Paynet al, 1995b;
Comptonet al, 2007; 2008).
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CHAPITRE 3:

REPRODUCTION
ET RECRUTEMENT NATUREL
DE CRASSOSTREA GIGAS
EN BAIE DE BOURGNEUF






3.1. Contexte des travaux

La capacité des géniteurs a se reproduire dam®ialitions naturelles et le recrutement
de nouveaux individus viables sont deux aspectdldoentaux de la dynamique des
populations qui conditionnent l'installation d’'ueepece exotique dans un nouvel écosysteme
(Williamson, 1996). Cette espéce peut étre conda@écomme invasive lorsque
laugmentation de la densité des individus, liéecés deux processus, entraine des
perturbations dans le fonctionnement de I'écosysteAfin de déterminer I'origine d’une
invasion biologique et d’en gérer les conséquemoedogiques et économiques, il s’avere
donc nécessaire de connaitre les facteurs détamminia stratégie de reproduction et le
recrutement de I'espéce en question.

Plusieurs travaux ont mis en évidence linfluen&s @onditions environnementales,
notamment de la température de I'eau et de la wessdrophique, sur le cycle et I'effort de
reproduction deCrassostrea gigagMann, 1979; Lubet, 1981; Ruiet al. 1992; Lango-
Reynoscet al. 2000; Chavez-Villalbat al. 2001; 2002; 2003; Fabiowet al, 2005; Cardoso
et al, 2007). Cependant, les résultats obtenus en conslitontrélées permettent d’améliorer
le conditionnement des geéniteumsvitro mais ne refletent pas la complexité des variatens
des interactions environnementales auxquelles souninises les huitres vivant dans des
conditions naturelles. La variabilité des réponéesphysiologiques des individus issus de
zones géographiques différentes et les difficultéshodologiques liées aux étudessitu ne
permettent pas de déterminer les caractéristigéesrgles de la reproduction @egigas La
gestion des écosystéemes tempérés recemment erpathisette espece nécessite donc de
définir avec précision la stratégie de reproducties géniteurs et, notamment, de prendre en
compte les capacités de reproduction des huitragegéqui, en raison d’'une acclimatation
prolongée aux conditions environnementales, poamtadtre différentes de celles des huitres
cultivées d’origine exogene. Ceci est particulieeatrimportant dans les habitats turbides car
I'influence des fortes concentrations en matiérs@spension sur la reproduction@egigas
n'a encore jamais été étudiée.

Lorsque les gonades ne peuvent pas étre séparéestelue la masse viscérale, comme
c’est le cas chez la plupart des espéces de Bsjal@edétermination précise du cycle et de
'effort de reproduction requiert l'utilisation deéechniques d’histologie qualitative et
guantitative (Lucas, 1980; 1982a). L'observatiorcnoscopique des tissus et la stéréologie
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permettent, en effet, de caractériser les diff@®nthases du cycle de reproduction et
notamment certains évenements écologiguement sigibgiquement importants telles que
les émissions partielles ou I'atrésie des gamd@e¥kaminget al, 1982; Lucas et Beninger,
1985; Beninger, 1987). Associées a un enregistren@n continu des paramétres
environnementaux, ces événements permettent drétébl phénologie du cycle de
reproduction des huitres. Afin de quantifier aveécjsion la proportion de gametes au sein
des coupes histologiques d’huitres, une méthodeetas I'analyse d’images microscopiques
a eté mise au point et comparée avec les indicas-gomatiques généralement utilisés.

De méme que pour la reproduction des géniteurs)fidénce des facteurs
environnementaux sur le développement larvair€ dgigasa principalement été démontrée
lors d’expériences en laboratoire. Les hypothésmsndlées quant a linfluence des
modifications environnementales, et notamment dohaeffement climatique, sur la
prolifération deC. gigasdans les zones cétieres tempérdewent donc d’étre vérifiéem
situ. Les données obtenues sur le recrutement nateiredite espece permettraient également
de prédire les variations des quantités d’huitéealés et leur impact sur les écosystemes
gu’elles envahissent.

L'objectif de ces travaux est d’étudier I'influences variations environnementales,
enregistréesn situ par des sondes multi-parametres, sur la reprodud#s huitres adultes
férales et cultivées, ainsi que sur le recrutematirel deC. gigas dans un écosystéme cétier

tempéré caractérisé par de fortes concentrationsagigéres en suspension.
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3.2. Influence de la température, de la quantité ate la qualité du seston sur

la reproduction des huitres cultivées dans la baide Bourgneuf

D’aprés un article soumis le 09 mars 2009, acdeq?8 juillet 2009

Aquatic Living Resources 22:319-329

Temperature and seston quantity and quality effect®n field reproduction

of farmed oysters,Crassostrea gigas, in Bourgneuf Bay, France

Mickaél Dutertre, Peter G. Beninger, Laurent Barillé, Mathias Papin, Philippe Rosa,

Anne-Laure Barillé, Joél Haure

3.2.1. Abstract

The proliferation of the voluntarily-introduced qgud oysterCrassostrea gigashas
attained the proportions of species invasion inyratertidal habitats in Europe, presumably
resulting from successful reproduction of farmedividuals. It is thus imperative to better
understand the reproductive characteristics of éarmysters, since they are directly under
human control. We quantified the dry tissue masEMI) gametosomatic index (GSI), and
reproductive cycle of farmed oysters at two siteBourgneuf Bay, France, in relation to
environmental parameters using continuously-recgrgirobes in 2005 and 2006. The GSI
was developed for this study, based on the acreal accupied by gametes, rather than the
area of the gonad previously used for quantitahistological estimation of reproductive
effort. The two sites, intermediate - (IT) and Hgrbidity (HT), differed markedly in the
amount and quality of particulate suspended mated also in fine-scale temperature
variations. Oysters at both sites presented twovsiog periods in both 2005 and 2006;
Bourgneuf Bay is thus near the northernmost Eumodeait for a 2-spawning cycle in
Crassostrea gigasGonad maturation was initiated when spring wedarperature reached 8-

10°C, and gamete atresia occurred when water teypes transiently dipped to 15-18°C.
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Spawns, which occurred above 18°C, were timed hg-$icale water temperature variations.
Particulate organic matter quality peaks, coingdwth gonad maturation, were related to
DTM variations before spawning periods, for thedysters in both years, and for the HT
oysters in 2006. The reproductive effort (GSI) géters was similar at both sites; however,
the fates of the gametes differed according to Aitehe first spawning, the IT oyster gamete
emissions were +1 month delayed, as were peak watgeratures greater than 18°C, and
more pronounced, compared to the HT site. Althothgh second spawning showed high
proportions of atretic oocytes at both sites inhbgears, the IT oysters evacuated twice as
many gametes as the HT oysters in 2005. The ITitond therefore appear more suited to

Crassostrea gigagamete evacuation than the HT conditions.

3.2.2. Résumé

La prolifération de I'huitre creuse volontairemaritoduite,Crassostrea gigasa atteint
les proportions d’une invasion biologique dans beap d’habitats intertidaux en Europe,
vraisemblablement en raison du succes de la reptiodudes individus cultivés. Il est donc
essentiel de mieux comprendre les caractéristigeek reproduction des huitres qui sont
cultivées. Nous avons gquantifié la masse de tissgs (DTM), l'indice gaméto-somatique
(GSI) et le cycle reproducteur des huitres culsvéans deux sites de la baie de Bourgneuf,
en France, en relation avec les parameétres endmeantaux enregistrés en continu par des
sondes, en 2005 et 2006. L'indice GSI, développé pette étude, est basé sur I'aire réelle
occupée par les gamétes, et non celle de la gongidse antérieurement en histologie
guantitative pour estimer I'effort de reproductidres deux sites, de turbidité intermédiaire
(IT) et de forte turbidité (HT), different nettermestans la quantité et la qualité de la matiere
en suspension, et également dans la variabilit@iteorde la température. Les huitres
présentent, dans les deux sites, deux périodesongpen 2005 et en 2006; la baie de
Bourgneuf est donc proche de la limite nord dueycideux pontes ch€&rassostrea gigas
La maturation des gonades est initiée quand ladestyre printaniére de I'eau atteint 8-10°C,
et I'atrésie des gamétes se produit quand les texiysés de I'eau descendent transitoirement
sous 15-18°C. Les pontes, qui sont induites auudesie 18°C, sont rythmées par la
variabilité horaire de la température de I'eau. Pes de qualité de la matiere organique
particulaire, coincidant avec la maturation desages, sont liés aux variations de la DTM

avant les périodes de pontes pour les huitres 12085 et 2006, et pour les huitres HT en
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2006. L'effort de reproduction (GSI) des huitres ®miilaire dans les deux sites; cependant,
le devenir des gamétes differe suivant le sitesld® la premiére ponte, les émissions de
gametes des huitres IT sont décalées de un maianeoe sont les pics de température
supérieurs a 18°C, et plus prononcées, comparésgeatiT. Bien que la deuxieme ponte
montre une grande proportion de gametes atrésapresles sites en 2005 et 2006, les huitres
IT libérent deux fois plus de gametes que les ésiHT en 2005. Les conditions IT semblent
donc étre plus favorables a I'émission des gant@tezCrassostrea gigague les conditions
HT.

3.2.3. Introduction

Native populations of bivalve molluscs, which ameoof the main components of
estuarine and coastal ecosystems, have been expblyithumans since at least the European
Mesolithic (Dupont and Gruet, 2005). In the twethtieentury, exogenous bivalve species
were introduced to European coasts for aquacufiurposes, such as the Japanese littleneck
clam Tapes philippinarumor the robust, fast-growing Pacific cupped oydBeassostrea
gigas (Grizel and Héral, 1991; Flassch and Leborgne, 1%8se, 1999; Gosling, 2003;
Ruesinket al., 2005). However, in the past decade, the expansiate biogeographic
distribution of C. gigasin Europe, unrelated to new introductions, as veallincreasing
population densities, suggests the proliferationfesl populations (i.e. wild populations
originally derived from farmed populations — Grizahd Héral, 1991; Drinkwaard, 1999;
Wehrmannet al., 2000; Diederichet al., 2005; Smaakt al., 2005; Cognieet al., 2006).
Considering that oysters are important ecosysteginears (see Ruesingt al., 2005 for
review), increasing proliferation of feral oystetocks could significantly impact coastal
ecosystems around the world (Diederich, 2006; Kaotmet al, 2008; Trooset al, 2009).

A firm understanding of the reproductive biology fafrmed C. gigasstocks is therefore
particularly important (Brandet al, 2008; Thresheet al, 2009), since not only are they
assumed to be at the origin of the feral populatidiut they are the only reproductive
component directly under human control.

Gametogenesis, the central process of reprodudhomivalves, is predominantly
influenced by both food availability (quality andiantity of suspended particulate matter -
SPM) and water temperature (Andrews, 1979; Sa$8y9; Mann, 1979; Ruiet al., 1992;
Lango-Reynoset al.,2000; Chavez-Villalb&t al.,2001; 2002; 2003b; Fabiowt al.,2005).
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In C. gigas reproductive events, such as gonad maturatiorspadins, have been related to
water temperature thresholds, themselves use@bomte predictive growth models in order
to manage field oyster populations (Barille, 19%@Gbayashiet al., 1997; van der Meer,
2006). However, due to different laboratory comgltng, geographic locations and
environmental monitoring accuracy, these threshoety over a wide range of temperature
values (Mann, 1979; Ventilla, 1984; Dinamani, 198hpigel, 1989; Fabiougt al., 2005;
Cardoscet al.,2007). This range could conceivably be reducedgusiore precise and finer-
scale temperature measurements.

Bivalve reproductive characteristics have not tofoee been investigated in relation to
high turbidity conditions, which dominate in seveoéthe habitat types, like estuaries and
extensive intertidal mudflats of the French Atlantbast and Wadden Sea, in whi€hgigas
currently proliferates (Cogniet al., 2006; Diederich, 2006). The quantity and qualitythe
suspended particulate matter (SPM) greatly infleeiood quality and quantity available @
gigas (Berg and Newell, 1986; Feglest al., 1992; Barilléet al., 1997b; Beningeet al.,
2008Db). In addition to enhanced temperature measnts, the use of continuously-recording
environmental parameters could improve the undedstg of the SPM dynamics,
particularly in relation te&C. gigasreproductive strategy in high-turbidity habitats.

Two broad approaches may be used in the field st@idlye bivalve reproductive cycle:
monitoring dry tissue mass (gravimetric conditiodices) and histological analysis of gonad
activity (Thompson, 1977; Sastry, 1979; Robinsdnal, 1981; DeVlaminget al, 1982;
Beninger and Lucas, 1984; Beninger, 1987; Carddsal, 2007). Quantitative histological
analysis conventionally estimates either the priogos of tissue types within the gonad
(stereology), or the areas of gonad relative toateas of somatic tissue (gonosomatic ratio,
GSR). However, the latter technique does not diffeate between actual area occupied by
gametes, and that occupied by the variable intreabtumen and inter-acinal tissue. It is
therefore necessary to devise an area-based teehtgt successfully discriminates gametic
tissue only.

In order to elucidate the field reproductive biotaaf farmedCrassostrea gigaand the
eventual influence of temperature and seston gyaarid quality, we studied the reproductive
characteristics of farmed oysters at two sites aurBneuf Bay, an important oyster-farming
area characterized by a marked gradient of SPMectdration (Barilléet al., 2000), using
continuously-recording environmental probes. A nawlex was developed to improve
guantitative histology in which the "real" area oped by gametes is compared to the total

visceral mass.
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3.2.4. Materials and methods

3.2.4.1. Field sites and determination of environtakcharacteristics

In 2005 and 2006, two oyster-farming sites in Boweuyf Bay were selected for
comparisons, based on marked turbidity differen@sillé et al., 2000, Figure 15). The
northern high turbidity (HT) site, La Coupelass&®(4’ 34.7"°N, 2° 1’ 55.9”"W), is a mudflat
compared to the coarser sand-mud bottom of theneoutintermediate turbidity (IT) site,
Gresseloup (46° 57’ 2.6”N, 2° 7' 53.4”W). At thdT site, more than 44% of the total weight
of the sediment corresponds to a size fractionvibdb um, vs. less than 10% at the IT site.
Multi-parameter water quality probes (YSI 6600) evéxed to oyster racks installed at each
sampling site, to hourly record temperature (°GJingy (conductivity, psu), suspended
particulate matter (SPM) concentration (nepheloméiTU) and chlorophylla concentration
(fluorometry, %). The corresponding monthly meamseplotted with their 95% confidence
intervals (n = 720).

Field calibrations were performed, both simultars#ypdrom probe records, and from
natural seawater samples collected at each oyateplsg site over two tidal cycles. Some
seawater samples were dried at 60°C for 48 h as dkhed at 450°C for 4 h (Barillé-Boyer
et al.,, 2003) to obtain SPM, particulate inorganic (PIMpdaorganic (POM) matter
concentrations (mg’) respectively, while other samples were analysespectrophotometry
after extraction with acetone (Lorenzen, 1967) &tethmine chlk concentrations (ug).
Hourly probe records were then transformed into ceatrations using the following

regression equations:

SPM (mg.1") = 1.44 x turbidity (NTU) + 12.92, n = 17, r2 =98.
POM (mg.I*) = 0.18 x turbidity (NTU) + 3.42, n =17, 2= @.9
Chl-a (ug.I") = 4.63 x fluorometry (%) + 1.65,n = 16, 2 =9.9

Food availability and quality, herein defined a® tpercent of organic content of SPM
(POM:SPM ratio) and the percent of @kontent of POM (ch&POM ratio), respectively,

were calculated as follows:

POM:SPM (%) = ( POM (mg¥) / SPM (mg.1) ) x 100
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Chl-a:POM (%) = ( chla (mg.[') / POM (mg.1}) ) x 100

PIM was calculated as SPM — POM.

3.2.4.2. Oyster sampling, biometric measuremerdgiasue fixation

At the beginning of the study, in February 2005uladarmed oysters (18 - month
hatchery-born spat, origin Vendée Naissain, skelyjth = 69.2 + 4.9 SD mm) were installed,
at both the northern and southern sites, in 1.06x® plastic, 20 mm mesh bags and tied to
oyster racks (3.0 x 1.0 m) at 0.6 m above the butteach bag contained 280 individuals,
corresponding to 5 - 10 kg of oysters. At each difefarmed oysters were then sampled once
monthly until March 2006 and then twice monthlyibduly 2006. The oysters, kept dry to
avoid artificial spawns, were immediately transéerto the laboratory after collection and
manually cleaned of their epibionts.

For each oyster, shell dimensions were measureld avitaliper. Soft tissues of 30
oysters were then immediately recovered in pre-ezgaluminium cups and dried at 60°C
for 48h to obtain dry tissue mass (DTM), while sefsues of the other 15 oysters were fixed

in cold Bouin’s solution for histological purpos@dartoja and Martoja-Pierson 1967).

3.2.4.3. Histological preparation

After fixation, a 0.5 mme-thick slice of the visceraass was removed from the region
along the line connecting the left and right pailpjgnctions (Morales-Alamo and Mann
1989). The tissue was rinsed under running watermght, dehydrated and embedded in
paraffin. Ten 7 um sections were performed pewiddal, and the sections were rehydrated,
stained with a modified Masson’s trichrome and dizated before being mounted on glass
slides in mounting medium (Beninget al., 2001). Mounted sections were then dried at

60°C for at least one week.
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3.2.4.4. Gametosomatic index (GSI)

In the present study we determined a gametosonmalix (GSI), which compared area
of gametes to area of the total visceral mass stolbgical sections. The sections were
digitized (Sony Cyber-Shot 7.2 MegaPixels) and estofor image analysis. LUCIA 4.80
software (Image Analysis Systems) was used to meathe whole visceral mass area
(VMA), excluding gills and palps, as well as theafilled by gametes (gamete area, GA), in
the 10 histological sections for each oyster. ,@8tresponding to the proportion of gamete
area on the histological sections, was then cdledlas:

GSI (%) = (GA (um?) / VMA (um?)) x 100

Individual GSI means were averaged for each saqplate and each site.

3.2.4.5. Gonadal tissue variations during the réypctive cycles

Histological sections were observed (200 x) on enmater screen through a video
camera mounted on an optical microscope (Olympug®XA 10 x 10 point matrix was used
to quantify the proportions of different types @sue with stereological counts, which reflect
variations in the different stages of the reprothecttycle (Beninger, 1987; Morvan and
Ansell, 1988; Pazost al., 1996; Beningeet al.,2001). Five gonadal tissue categories were
identified for stereological purposes: interacir@nnective tissue, developing gametes,
mature gametes, acinal lumen and degenerating gar{leéigure 31). As the loose nature of
female gonad tissue can lead to artefacts in tl@gption of acinal lumen, stereological
counts were performed in three different gonadglores in three histological sections per
individual, excluding the regions of evacuating tducSignificant variations in tissue
proportions can therefore be attributed to natarathanisms, while spawns are revealed by
increases of the proportions of acinal lumen, al agby the observations of free mature
gametes in the evacuating ducts of the gonadspé&reentage of each tissue was determined
in relation to total gonadal tissue and individoaans were subsequently averaged for each

sampling date and each site.
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Figure 31.Photomicrographs of oocytes in gonad€adssostrea gigasA: Pre-vitellogenic oocytes; B: Mature
oocytes; C: Atretic oocytes in acinal lumen; D:diir oocytes in evacuating ducts. al: acinal lungemn,atretic
oocyte, ct: connective tissue, cw: ciliated wallewficuating duct, do: degenerated oocytes, mo:rmatcyte,

po: pedunculated oocyte; pvo, pre-vitellogenic aecy

Figure 31 Photographies au microscope d'ovocytes dansdeadgs deCrassostrea gigasA : Ovocytes pré-
vitellogéniques; B : Ovocytes matures; C : Ovocyésiques dans la lumiere acinale; D : Ovocytesigiues
dans les canaux évacuateurs. al: lumiére acinalemwacyte atrésique, ct: tissu conjonctif, cw:qianiliée d’'un
canal évacuateur, do: ovocytes dégénérés, mo: tevauogture, po: ovocyte pédonculé; pvo, ovocyte pré-

vitellogénique.
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3.2.4.6. Statistical analysis

Sigmastat 3.1 (Systat software) was used to chezlormality and heteroscedasticity
of data distributions, and subsequent statisticalyses. Annual means and seasonal
variations of environmental factors were comparetiveen sites by Student t-tests and two-
way ANOVA, respectively. Analyses of data from bwemc measurements (DTM) and
histological determinations (GSI and stereologicalints) were performed using two-way
parametric ANOVA. Student-Newman-Keuls (SNK) tesisre used, where justified, &
posteriori analyses. Relationships between environmentabfaetithin each site, as well as
correlations between reproductive data, were detegnwith Spearman correlation tests
(Conover, 1999).

3.2.5. Results

3.2.5.1. Environmental characteristics

3.2.5.1.1. Water temperature and salinity

Water temperature variations at the two sites sporded to the general pattern of a
northern temperate nearshore ecosystem. The amaaal water temperature was equivalent
at both oyster-farming sites, 13.8 — 13.9°C, in322860d 2006 (Table 5, t-tegt= 0.95 an =
0.99, respectively). Fine — scale variations ofeva¢mperature, revealed by the calculations
of the daily amplitudes, showed significant diffieces related to both site and year (Table 6,
two-way ANOVA, p < 0.01). Daily water temperature amplitude wasisicantly higher at
the HT site in both years (SNK-tept< 0.01), and in 2005 for both sites (SNK-tgst 0.01).

The annual mean water salinity was also equivaetihie HT and IT sites in 2005 and
2006 (Table 5, t-tesp = 0.93 ando = 0.10, respectively). Salinity over the samplpegiod
varied from 29.0 to 35.3 psu.
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Table 5. Annual means (+ standard deviations) of envirortalefiactors at the northern high turbidity (HT) and
southern intermediate turbidity (IT) sites in Booegf Bay, in 2005 and 2006. Cél-chlorophylla, PIM:
particulate inorganic matter, POM: particulate miganatter, WT: water temperature. T-tests werdopered to

compare annual mean values of environmental fabitseen sites.

Tableau 5 Moyennes annuelles (+ écarts-types) des facteowironnementaux dans le site nord de forte
turbidité (HT) et dans le site sud de turbiditéemiédiaire (IT) de la baie de Bourgneuf, en 2008086. Chla:
chlorophyllea, PIM: matiére inorganique particulaire, POM: magiérganique particulaire, WT: température de
I'eau. Des tests-t ont été réalisés pour compaewaleurs annuelles moyennes des facteurs eneimamaux

entre les sites.

PIMl POMl Chl-? WT Salinity

(mg.l") (mg.l") (Hg.1") © (psu)
2005 HT 107.2+29.4 16.9+4.1 7.8+15 13.8+6.0 33.3+£0.7
IT 21.7+15.8 51+22 1.8+0.9 13.9+5.6 333+x1.6

p value <0.01 <0.01 <0.01 0.95 0.93
2006 HT 86.2 £24.3 176+11.7 9.0+2.3 13.9+6.0 326+ 1.3
IT 256 +13.0 6.3+2.6 3.6+1.3 13.8+5.6 319+2.2

p value <0.01 <0.01 <0.01 0.99 0.10

Table 6. Annual means (+ standard deviations) of daily watnperature amplitude at the northern high
turbidity (HT) and southern intermediate turbid(ty) sites in Bourgneuf Bay, in 2005 and 2006.

Tableau 6 Moyennes annuelles (+ écarts-types) de I'ampditigrnaliere de la température de I'eau dans le
site nord de forte turbidité (HT) et dans le sibel le turbidité intermédiaire (IT) de la baie deuBmeuf, en
2005 et 2006.

n Daily water temperature amplitude
(days) ©)
2005 HT 278 3.43+2.01
IT 251 2.39+1.63
2006 HT 349 2.23+£1.40
IT 347 1.78+£1.29
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3.2.5.1.2. Seston quantity and quality

Over the sampling period, SPM, PIM, POM and a&htoncentrations were always
higher at the HT site compared to the IT site (Feg82, two-way ANOVAp < 0.01). The
annual mean PIM concentrations at the HT site vmexaly five times higher in 2005 and
three times higher in 2006, compared to the IT ffi@ble 5, t-testp < 0.01). The chk
concentration showed a positive correlation wittMSfdncentration at the HT site (Spearman
test, r = 0.62p < 0.05), with no discernable seasonal pattern. éd@n at the IT site, cld-
concentration was negatively correlated with weterperature (Spearman test, r = - 079,
0.01), corresponding to spring and autumnal in@gas chla concentration when the water
temperature was relatively low.

The POM:SPM ratio was higher at the IT site in 2@@8 2006 (Figure 33A, two-way
ANOVA, p < 0.01). The ch&:POM ratio was higher at the HT site in 2005, while
significant difference was reported in 2006 (Fig888, two-way ANOVA,p < 0.01 and =
0.81, respectively).
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Figure 32. Variations of suspended particulate matter (SPN, particulate inorganic matter (PIM, B),
particulate organic matter (POM, C) and chloroplay(chl-a, D) concentrations (monthly means + 95% CI) at
northern high turbidity (HT) and southern internaditurbidity (IT) sites of Bourgneuf Bay, in 2086d 2006.
Data for September 2006 are not reported for i, sitie to technical problems with the monitoringlya.

Figure 32 Variations (moyennes mensuelles + intervallesatdiance a 95%) des concentrations en matiére en
suspension (SPM, A), en matiére inorganique pdatici(PIM, B), en matiére organique particulairOM, C)

et en chlorophyllex (chl-a, D) dans le site nord de forte turbidité (HT) eind le site sud de turbidité
intermédiaire (IT) de la baie de Bourgneuf, en 2@02006. Les données pour septembre 2006 n'onétgas

enregistrées dans le site IT a cause d’'un probtéofmique au niveau des sondes.
<

3.2.5.1.3. Dry tissue mass (DTM) and gametosonradiex (GSI)

In 2005 and 2006, oyster DTM and GSI showed sigaifi differences between sites
(Figure 34 and Table 7). From March to July 200gsters from the IT site showed
significant higher monthly DTM than those from tHE site (SNK-testsp < 0.05). Same
differences between sites were observed from ApWugust 2006 (SNK-testp,< 0.05). On
the other hand, comparing IT and HT sites, monibygter DTM were not statistically
different between August 2005 and March 2006 (SH$ig,p > 0.05). As revealed by the
GSI (Figure 34B), fine-scale variations of DTM weedated to the reproductive cycles of the

oysters.
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Figure 33. Availability (POM:SPM, monthly means + 95% CI, a)d quality (chla:POM, monthly means +
95% ClI, b) of organic particles at northern higrbtdity (HT) and southern intermediate turbidity)Isites of
Bourgneuf Bay, in 2005 and 2006. CGhlchlorophylla, POM: particulate organic matter, SPM: suspended
particulate matter. Data for September 2006 atereworted for IT site, due to technical problemighvihe
monitoring probe.

Figure 33. Disponibilité (POM:SPM; moyennes mensuelles einalles de confiance a 95%; A) et qualité des
particules organiques (calPOM; moyennes mensuelles + intervalles de conéan®5%; B) dans le site nord
de forte turbidité (HT) et dans le site sud de itlité intermédiaire (IT) de la baie de Bourgneutf, 2005 et
2006. Les données pour septembre 2006 n'ont pasrgtgistrées dans le site IT a cause d'un probléme

technique au niveau des sondes.
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Figure 34.Crassostrea gigaseared at the high (HT) and intermediate turbidify sites in Bourgneuf Bay, in
2005 and 2006. (a) Dry tissue mass (DTM, monthhamset 95% CI), and (b) gametosomatic index (GSI,

monthly means + 95% ClI).

Figure 34. Croissance et reproduction @eassostrea gigasultivée dans un site de forte turbidité (HT) ahs
un site de turbidité intermédiaire (IT) en baieRBtrgneuf, en 2005 et 2006. (A) Masse de tissus €2TM,
moyennes mensuelles + intervalles de confiance %)9%t (B) indice gaméto-somatique (GSI, moyennes

mensuelles + intervalles de confiance a 95%).
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Tableau 7.Two-way ANOVA analyses fo€rassostrea gigageproduction.

Tableau 7. Analyses de variance a 2 facteurs pour la remtamtudeCrassostrea gigas

Year Data Source of variation df F p
2005 Dry tissue mass Months 10 100.72 <0.01
Sites 1 22.81 <0.01
Months x Sites 10 8.47 <0.01
Residual error 520
Gametosomatic index Months 10 121.98 <0.01
Sites 1 3.99 <0.05
Months x Sites 10 4.86 <0.01
Residual error 285
Interacinal tissue Months 10 143.57 <0.01
Sites 1 0.44 0.51
Months x Sites 10 3.08 <0.01
Residual error 301
Developing gametes Months 10 131.38 <0.01
Sites 1 0.75 0.39
Months x Sites 10 1.12 0.33
Residual error 301
Mature gametes Months 10 18.88 <0.01
Sites 1 4.10 <0.05
Months x Sites 10 0.53 0.87
Residual error 301
Acinal lumen Months 10 20.50 <0.01
Sites 1 11.04 <0.01
Months x Sites 10 5.86 <0.01
Residual error 301
Degenerating gametes Months 10 13.3 <0.01
Sites 1 4.10° 0.95
Months x Sites 10 3.21 <0.01
Residual error 301
2006 Dry tissue mass Months 10 162.95 <0.01
Sites 1 55.09 <0.01
Months x Sites 10 10.72 <0.01
Residual error 519
Gametosomatic index Months 10 270.19 <0.01
Sites 1 4.94 <0.05
Months x Sites 10 23.96 <0.01
Residual error 292
Interacinal tissue Months 10 628.38 <0.01
Sites 1 25.17 <0.01
Months x Sites 10 4.41 <0.01
Residual error 292
Developing gametes Months 10 101.28 <0.01
Sites 1 16.04 <0.01
Months x Sites 10 5.41 <0.01
Residual error 292
Mature gametes Months 10 93.67 <0.01
Sites 1 7.10° 0.93
Months x Sites 10 3.95 <0.01
Residual error 292
Acinal lumen Months 10 101.65 <0.01
Sites 1 7.10° 0.94
Months x Sites 10 2.78 <0.01
Residual error 292
Degenerating gametes Months 10 10.09 <0.01
Sites 1 1.83 0.18
Months x Sites 10 1.82 0.06
Residual error 292
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3.2.5.1.4. Reproductive cycle and gamete fates

Over the sampling period, variations of the propos of interacinal connective tissue
and developing gametes were negatively correldtagife 35A and B, Spearman correlation
test,r = - 0.44,p < 0.01). In 2005, variations of the proportionsimteracinal connective
tissue and developing gametes were not relatedités, swhile, in 2006, production of
developing gametes, derived from interacinal tiseserves, was faster at the HT site (Table
7). Proportions of mature gametes were signifiganitjher at the HT site compared to the IT
site in 2005, while no significant difference waported between sites in 2006 (Table 7 and
Figure 35C).

The evolution of the proportions of acinal lumemwhhe precise incidences of acinal
filling (gamete production and maturation), and &mg (spawning) , whereas the curves of
degenerating gametes show the timing and extegawfete resorption, either though atresia
or resorption of residual gametes after spawningufeé 36). Together, these indices allow us
to interpret the detailed fates of gametes produte major spawning periods (late spring
and late summer) were evident in both years. Tis¢ ipawning period corresponded to a
'normal’ spawn, with negligible gamete degeneratiothe acini. The second spawning
period corresponded to an 'atretic’ spawn, in whaicgubstantial proportion of degenerating
gametes were observed in the acini. In both yewmsnal spawns were one-month delayed
and more intense at the IT site than at the HT (giteater % acinal lumen and lower GSI,
SNK-tests,p < 0.01). In spite of the high proportion of degextig oocytes at both sites at
the atretic spawning periods, oysters from theitd spawned more intensely than those at the
HT site (greater % acinal lumen, SNK-tept< 0.01, for non-significantly different GSI,
SNK-test,p = 0.16).

Examination of the hourly temperature values atheate allows us to relate
gametogenic events, including atresia, to obsetivezthold temperatures (Figure 37). Onset
of gamete maturation begins at temperatures aboet®°@, and spawning begins at
temperatures above 18°C. The 1-month spawning deldne IT-site oysters corresponds to a

1-month delay in peak water temperatures greater 18°C at this site.
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Figure 35.Crassostrea gigageared at the high (HT) and intermediate turigi@T) sites in Bourgneuf Bay, in
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Figure 35. Reproduction d€rassostrea gigasultivée dans un site de forte turbidité (HT) ahsd un site de
turbidité intermédiaire (IT) en baie de Bourgneafi 2005 et 2006. Proportions (moyennes mensuelles

intervalles de confiance a 95%) de tissu interdgidp de gameétes en développement (B) et de gamdédures

(C) comparées a la proportion totale des gonades.
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Figure 36.Crassostrea gigageared at the high (HT) and intermediate turgi@T) sites in Bourgneuf Bay, in
2005 and 2006. Proportions (monthly means + 95 [9%0€acinal lumen (a) and degenerating gametes (b)

compared to total gonadal tissue types.

Figure 36. Reproduction d€rassostrea gigasultivée dans un site de forte turbidité (HT) ahsd un site de

turbidité intermédiaire (IT) en baie de Bourgneafi 2005 et 2006. Proportions (moyennes mensuelles

I+

intervalles de confiance a 95%) de lumiére acirfAleet de gamétes en dégénérescence (B) comparkes a

proportion totale des gonades.
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Figure 37.Hourly variations of water temperature at the Higibidity (HT — a) and intermediate turbidity (IT —
b) sites of Bourgneuf Bay, in 2005 and 2006. Arramdicate oyster reproductive events; dotted lirgsesent
main observed physiological thresholds of waterperature. A: atresia; GM: gamete maturation, OGebof
gametogenesis, S: spawn.

Figure 37. Variations horaires de la température de I'easde site de forte turbidité (HT - A) et dansite sle
turbidité intermédiaire (IT - B) en baie de Bourgheen 2005 et 2006. Les fleches indiquent les ghds cycle
de reproduction; les lignes pointillées représennprincipaux seuils physiologiques de tempéeatie I'eau
associés aux phases du cycle de reproduction.tiési@; GM : maturation des gonades; OG : initiatite la

gamétogenese; S : émission de gametes.
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3.2.6. Discussion

3.2.6.1. Gametogenesis and SPM quality

Prior to spawning, both DTM and POM:SPM were sigaifitly and clearly higher at
the IT site compared to the HT site, while, exckmtal peaks, water temperature was
equivalent at both sites. This indicates that DTiflecences result from site-specific SPM
characteristics rather than temperatiethe IT site, the POM quality (cld:POM) shows
spring peaks immediately preceding both spawniagd, coinciding with peaks in DTM. At
the HT site, a peak in food quality is not eviden2005, but is clearly evident in 2006, where
once again it corresponds to a peak in DTM. Togethth the developing gametes data,
these field observations indicate that the increimsd®OM quality favourably affected
gametogenesis, confirming previous laboratory desttation (Chavez-Villalbat al.,2003a).
The increase in POM quality can be presumablyedléd phytoplankton abundance, which
in turn may be quantitatively linked to reproduatidBourlés et al, in press). The
intermediate-turbidity site showed greater POM iyagleaks, and a corresponding greater
oyster DTM peaks, than the high-turbidity site wthb2005 and 2006. These data, as well as
the greater POM availability at the IT site, thusygest that the IT site SPM quality
conditions are more favourable to organic mattsimaiation.

3.2.6.2. Reproductive cycle

As demonstrated for other Atlantic French coastehs,C. gigasreared in Bourgneuf
Bay showed a seasonal reproductive cycle closdbteat to water temperature (Lango-
Reynosoet al., 2000; Chéavez-Villalbeet al., 2001). In 2005 and 2006, although gamete
maturation began simultaneously at both siteg, $pawns occurred one month later at the IT
site compared to the HT site. Considering the ggagcal proximity of the study sites, this
highlights the great spatial variability of the @omwmentally-dependar@. gigasreproductive
strategy.

The two spawning periods observed in the presamdysare interesting from the
standpoint of the geographical range of reprodu€ingjigasand its recent extension. The

more southern Marennes-Oléron farming site alsevshtwvo spawning periods, whereas the
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more northern Veys Bay site shows only one (EndeDiz et al., in press). The two
Bourgneuf Bay sites appear to be near the northeshimit of the two-spawning pattern,
since of the two spawnings, one is characterized high proportion of atretic gametes.

The data of the present study clearly show thateoysgrown under intermediate-
turbidity conditions furnish a greater reproductoantribution at the first (normal) spawning
than those grown under high-turbidity conditioneeTurbidity at the HT site is exceptionally
high for Atlantic European coastal ecosystems: o knowledge, only the Wadden sea
presents similar values, and then only during sewtorms (Pejrup, 1986; Barilét al.,
1997b; 2000; Anderson and Pejrup, 2001). The titresd of the IT site are much more
representative of most Atlantic European coastakgstems, which thus present the most
favourable turbidity conditions for the reproductiof C. gigas both in farming operations
and in the wild Favourable turbidity conditions may therefore baaor in the proliferation
of feral oysters, now considered an invasive sge(lxinkwaard, 1999; Wehrmaret al.,
2000; Diedericlet al.,2005; Ruesinlet al.,2005; Smaaét al.,2005; Cogniest al.,2006).

3.2.6.3. Atresia

Despite the importance of correctly evaluating &x¢ent and prevalence of gamete
atresia in bivalve reproductive cycles, only a fetudies have done so in the Pectinidae
(Lucas, 1982; Lubet al.,1987; Barbeet al.,1988; Morvan and Ansell, 1988; Dorange and
Le Pennec, 1989) and Mytilidae (Pipe, 1987), anartafsfom mentioning the existence of
‘degenerating oocytes' (Steele and Mulcahy, 199%ngb-Reynosoet al., 2000), the
phenomenon has not been studied at all in oysters.

Although atretic gametes may be extruded, recyakiin the individual should allow
partial recovery of the invested energy (Le Pereteal., 1991). It is thus interesting to note
that the proportion of inter-acinal connective ussises concomittantly with the proportion
of degenerating oocytes, suggesting reverse tnaotezavenged metabolites. A relationship
has been hypothesized between the intensify.afigasoocyte atresia and trophic resource
abundance (Chavez-Villalbat al., 2001). However, in the present work, both similar
proportions of degenerating gametes and the ondhhaelay of this process between sites
characterized by marked differences in organic eénatbncentration suggest that oocyte

atresia can be related to temperature conditions.
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The limited data available indicate that the mastolirable temperature for the
development ofC. gigaslarvae is 22°C under field conditions (Sestoal., 1926; Arakawa,
1990; Shatkinet al., 1997), and oyster hatcheries in Europe commonér tarvae at
temperatures >19°C (Chavez-Villalea al., 2002; Rico-Villaet al, 2008). This coincides
with major acinal emptying above 22°C. Maximal géenatresia appears in matue gigas
gonads when water temperatures transiently digpt@8EC, accelerating with the frequency
of such dips. Such a situation occurs at the secatr@tic spawning in both turbidity
conditions in both 2005 and 2006. The present thats suggest that the high rate of atresia
at the second spawning may be related to unfawtabhperature conditions for subsequent
larval development (Paulet al., 1988). Although experimental studies of atresdugtion
would require significant hatchery resources, sdaka is crucial to the understanding of

bivalve reproduction in both natural and farmedyafons.

Despite the high proportion of atretic gameteshatdecond spawning, both IT and HT
oysters partially spawned at this time. Howevee, $pawning effort of the IT oysters was
double that of the HT oysters, suggesting that umaermediate-turbidity conditions.
gigas contributes more total gametes (normal + atreticjhe ecosystem. The measure of
reproductive success is obviously the subsequemsittes of larvae and juveniles;
determinations of these numbers are currently waerfor both sites (Dutertret al., in
press).

3.2.7. Conclusion

The data of the present study highlight the infeeenf both temperature (fine-scale and
seasonal variations) and turbidity on reproductmofarmedC. gigas Similar data should
also be obtained for feral populations, which presbly also contribute to their own
proliferation. Such information will be importafdr management of the rapidly-expanding
feral population ofC. gigasin the variously - turbid habitats throughout therld where they
have been introduced for culture.
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3.3. Caractéristiques de la reproduction des huitie férales en baie de

Bourgneuf et comparaison avec les huitres cultivées

3.3.1. Introduction

L’invasion deCrassostrea gigaslans les écosystemes tempérés de I’'hnémisphére nord
étant un phénomene récent, daté du début des at@@@sil n’existe que trés peu de données
sur la biologie des huitres férales (Cardesal, 2007; Ruesink, 2007). En effet, la plupart
des études menées sur ces huitres essaient défiguéaur prolifération ou de déterminer
leur influence sur les écosystémes (Diedeeichl, 2005; Smaagt al, 2005; 2008; Cogniet
al., 2006; Nehlset al, 2006; Kochmanret al, 2008; Schmidet al, 2008; Troostet al,
2009). Cependant, bien gu’il soit admis qu’en latse de nouvelles introductions, les huitres
férales soient initialement issues de la reprodaaties individus d’élevage (Grizel and Héral
1991; Drinkwaard 1999; Wehrmaret al. 2000; Diederichet al. 2005; Smaakt al. 2005;
Cognieet al. 2006), elles représentent également un stock nitegés potentiels (Cardos
al., 2007). Ainsi, la reproduction des générationscessives d’huitres férales pourrait
contribuer de facon significative a la proliferatideC. gigasdans les écosystémes tempéres.

Bien que les huitres férales et les huitres cusva@ppartiennent a la méme espéce et
partagent le méme habitat, leurs conditions deldppement peuvent étre différentes au sein
des écosystemes tempeérés tels que la baie de Rodirgan effet, les huitres cultivées
proviennent, en général, de naissains exogeneséscaans des régions plus au sud ou
produits en écloseries (Haure et Baud, 1995; Ro&eiGérard, 1999; Goulletquer et Le
Moine, 2002). En revanche, les huitres férales s@mtes du développement de naissains
recrutés in situ L'acclimatation prolongée des huitres férales agwnditions
environnementales pourrait leur procurer un avansectif vis-a-vis des huitres cultivées,
se traduisant notamment par des réponses différgrga-vis des seuils physiologiques et de
meilleures capacités de reproduction. Ce phénonpmarait étre accentué dans les
écosystemes cotiers lorsque les organismes somtis@ude fortes variations de température
et/ou de concentrations en MES (Mann, 1982).

Les résultats obtenus chez des huitres cultivéssies d’'un méme lot produit en

écloserie et soumises secondairement a différeoteditions de turbidité, ont montré que le
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cycle et I'effort de reproduction de. gigasétaient principalement déterminés par les facteurs
environnementaux. Ainsi, en dépit du fait que la#trbs férales puissent avoir des origines
génétiques différentes, l'influence des variati@rs/ironnementales sur les capacités de
reproduction de ces huitres pourrait étre un éléntterminant dans la gestion des
ecosystemes récemment envahis@agigas En effet, alors que la contribution des géniteurs
cultivés a la prolifération d€. gigaspeut étre artificiellement contrdlée par I'utiligan
d’individus triploides stériles (Guo et Allen, 199¥ell, 2002) ou par la diminution des
stocks, ce n’est pas le cas pour les géniteuraxéra

De méme que pour les huitres cultivées, I'étudeydle et de I'effort de reproduction
des huitres férales a été réalisée au moyen dsgmhjistologiques, dans deux sites de la baie
de Bourgneuf, caractérisés respectivement par one furbidité et par une turbidité

intermédiaire.

3.3.2. Matériels et méthodes

La méthodologie appliquée a I'étude menée sur I8gds cultivées a également été
utilisée pour mettre en évidence les caractéristigie la reproduction des huitres férales (cf.
3.2.4). Parallelement aux prélevements des hutinés/ées réalisés entre février 2005 et
juillet 2006, 15 huitres férales, fixées sur dehews proches des tables ostréicoles ou étaient
installées les poches d’huitres cultivées, ont &ectées dans le site de turbidité
intermédiaire (TI - Gresseloup) et dans le sitéadie turbidité (FT — La Coupelasse). Afin de
permettre les comparaisons avec les huitres cefiji@ détermination des indices gameéto-
somatiques et les mesures stéréologiques ont etiiséeEs en utilisant les méthodes

développées précédemment.

3.3.3. Résultats

3.3.3.1. Indice gaméto-somatique (IGaS)

Au cours du premier cycle de reproduction (marsovembre 2005), les valeurs des

IGaS moyens indiquent que I'effort de reproductites huitres férales est significativement
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plus important dans le site Tl (Figure 38; ANOVAR &acteurs;p < 0,01). En revanche, en

2006, I'effort de reproduction des huitres férasssimilaire dans les deux sites (ANOVA a 2
facteurs;p = 0,29). Pour chacun des deux sites, I'lGS moyteind des valeurs estivales

significativement plus élevées en 2006 par rapp@Q@05 (tests p < 0,01).

80

O Site Tl
70

**

—{F SiteFT

Indice gaméto-somatique (%)

2005 2006

Figure 38. Variations de I'indice gaméto-somatique chez leiérbs férales de la Baie de Bourgneuf, prélevées a

Gresseloup (turbidité intermédiaire, TI) et a lauBelasse (forte turbidité, FT).

3.3.3.2. Stéréologie

Entre février 2005 et juillet 2006, les variatiodes proportions des différents tissus
gonadiques montrent des différences significateese les deux sites (Figures 39 et 40;
ANOVA a 2 facteurs;p < 0,01). Les variations des proportions de tisseracinal présentent
une corrélation négative avec celles des propatis gametes en développement (Figure
39A et B; test de corrélation de Spearntan;- 0.69;p < 0,01).
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Figure 39. Variations des proportions du tissu interacinal, @9s gametes en développement (B) et des gameétes
matures (C) dans les gonades chez les individasiéteCrasssotrea gigas
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Figure 40. Variations des proportions de la lumiére acinalg €Ades gamétes en dégénérescence (B) dans les

gonades chez les individus féraux Geasssotrea gigasEGA : émissions de gametes atrésiques; EGN :

émissions de gamétes normaux.
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3.3.4. Discussion

3.3.4.1. Cycle de reproduction des huitres férales

Le cycle de reproduction des huitres férales ptésea grandes similitudes avec celui
des huitres cultivées. En effet, ces cycles sothintgs par des seuils physiologiques de
température de I'eau similaires (Figure 37). Laurstion des gonades, correspondant a la
vitellogenese chez les femelles et a la spermaésgechez les males, est initiée, lorsqu’apres
la période hivernale, la température de I'eauirdtides valeurs supérieures a 8-10°C. Ces
observations sont en accord avec celles réalissad} gigasen France, que ce soit dans les
bassins ostréicoles de Marennes-Oléron et d’Arca¢Gmulletquer, 1995) ou en laboratoire
(Lubet, 1981; Fabiowet al, 2005). Des pics de température supérieurs a Jgiwent
induire des émissions précoces de gameétes, sauigaoti en dehors de la période thermique
favorable au développement larvaire, et/ou pagselllorsque la proportion de gamétes
matures dans les gonades est relativement failsldfoite amplitude thermique journaliere
dans le site de forte turbidité entraine ainsi éelehchement d’émissions de gametes en
avance d’environ un mois par rapport au site dbeidite intermédiaire. Les émissions plus
importantes de gameétes, liées a une proportioréélele gamétes matures dans les acini
gonadiques, se produisent lorsque la températiinaalesde I'eau dépasse les 22°C, ce qui
correspond au seuil physiologique permettant uneld@pement larvaire optimal en
conditions naturelles (Serat al. 1926; Arakawa 1990; Shatket al. 1997). Les gametes qui
n'ont pas été libérés dans le milieu extérieur,étégent massivement et sont réabsorbés par
les géniteurs lorsque la température chute en desko15°C.

Les huitres férales présentent, a l'instar desvidds cultivés, une premiere période
d’émissions de gametes normaux et une secondedpédiémission de gametes atrésiques.
Alors que les proportions de gametes matures sientigues dans les deux sites, les
proportions de lumiere acinale dans les gonadasguadt que la quantité de gametes émis
durant I'émission de gametes normaux est supérigams le site de turbidité intermédiaire.
En revanche, contrairement a ce qui a été obsdm2 les huitres cultivées, lintensité des
emissions de gameétes atrésiques est similaire @snsleux sites. De plus, durant cette
période, les huitres férales des deux sites prsedes proportions de gameétes atrésiques
deux fois moins importantes que celles des huftttdsvées. Ceci suggéere que, durant la

seconde période d’émissions des gameétes, ceuxpamlss huitres férales sont susceptibles
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de produire une plus grande quantité de larvegpasgtconséquent, de naissains, que ceux
émis par les huitres cultivées. Une proportion piysortante de gametes atrésiques chez les
huitres cultivées pourrait également indiquer urficiiéénergétique chez les géniteurs
consécutif a un stress physiologique. Les conditienvironnementales subies par les deux
types d’huitres étant similaires dans chacun deg diges, les variations observées quant a la
stratégie de reproduction peuvent étre attribuédssadifférences intrinseques entre ces deux
types d’huitres.

3.3.4.2. Effort de reproduction des huitres férales

De méme que pour le cycle de reproduction, I'efi@treproduction des huitres férales
est relativement similaire a celui des huitresivédts. En 2005, en dehors de la période
d’émissions de gameétes du mois de juin, I'effort rdproduction des huitres férales est
significativement supérieur dans le site de tutbidintermédiaire, alors qu’il était similaire
dans les deux sites chez les huitres cultivéegjuamtité de gameétes produits [gargigas
étant dépendante des réserves énergétiques acegnaviént le début de la maturation des
gonades (Chavez-Villalbet al, 2003a; Cannuel et Beninger, 2005), la différeteequalité
de la ressource trophique entre les deux siteggibse refléeter dans I'effort de reproduction
des huitres férales mais pas dans celui des haitiBgées qui, avant leur installation dans
chacun des deux sites en février 2005, constittiaeiot unique. Cependant, la similarité des
indices gaméto-somatiques des huitres férales Emnsleux sites, observée en 2006, ne

permet pas de confirmer I'influence de la turbiditg I'effort de reproduction dé. gigas

3.3.5. Conclusion

Les résultats obtenus dans cette étude mettentidenée les capacités de reproduction
des huitres férales et suggerent que I'accroissedeeieur nombre, au fil des générations, est
susceptible d’entretenir, voire d’accentuer, I'isimn deC. gigasdans la baie de Bourgneuf.
Bien que le cycle et I'effort de reproduction degittes férales montrent d’'importantes
similitudes avec ceux des huitres cultivées, lestéggies de reproduction de ces deux types
d’huitres semblent présenter quelques différencemment au niveau des émissions de

gametes. Afin de distinguer plus nettement lesédifices férales-cultivées, des études de
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discrimination génétique devront étre menées desr@uitres férales des sites Tl et FT, mais

également entre les huitres férales et les hudtiéigées.
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3.4. Evaluation de leffort de reproduction de Crassostrea gigas:

comparaison des indices gonado-somatique et gaméomatique

3.4.1. Introduction

L’évaluation de la proportion d’énergie investienddes processus gamétogénétiques
est un des aspects fondamentaux de la gestionogesagions de Bivalves, notamment afin
d’établir le bilan énergétique des individus oustitmer leur fécondité (Todd et Havenhand,
1983; Gosling, 2003). En effet, la proportion d'éjie stockée dans les cellules germinales
n’est plus disponible pour assurer d’autres fomgibiologiques telles la croissance des tissus
ou le maintien du métabolisme de base, et peut nm&needéfinitivement perdue lors des
eémissions de gametes dans le milieu extérieur.cBaséquent, la variabilité de I'effort de
reproduction des Bivalves, en fonction de I'dge desividus et des conditions
environnementales, est devenue I'un des élémedssecitrant dans la conception de modeéles
déterministes de croissance (Barékéal, 1997a; Pouvreaet al, 2006). De plus, dans le cas
des espéeces invasives, la quantité de gametes @stlivateur de la capacité des géniteurs a
produire de nouvelles générations.

Plusieurs méthodes ont été utilisées afin d’estilmajuantité de gameétes produits par
les Bivalves. Le dénombrement des gametes émis amsilieu extérieur donne une
indication sur la quantité d’énergie perdue pargémisme mais ne rend pas compte de
I'énergie stockée au niveau des gamétes résidueds développement, lorsque les émissions
de gametes sont partielles (Lucas, 1980; 1982ad&styal, 1983; Todd et Havenhand, 1983;
Massapinaet al, 1999). Bien que dans quelques cas, comme chePdesnidés, il soit
possible de déterminer la proportion de tissus digp@s par le calcul d’indices gonado-
somatiques basés sur des mesures massiques (Tdmn§7; Beninger, 1987), chez la
majorité des Bivalves, la difficulté a séparer ¢emades du reste de la masse viscérale rend
cette méthode inutilisable (Lucas, 1980; 1982a).réalisation de coupes histologiques
transversales au niveau de la masse viscéraleidalyds permet de distinguer et d’identifier
clairement les différents types de tissus. Cependiesindices gonado-somatiques basés sur
les mesures de I'épaisseur relative des gonadete diaire qu’elles occupent au sein de la
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masse viscérale (Heffernan et Walker, 1989; Davenal, 2009), n’excluent pas certaines
surfaces non gameétiques correspondant au tissaseeve inter-acinal et a la lumiére intra-
acinale. ChezC. gigas I'analyse numérique de photographies au micrasocd@ coupes
histologiques a recemment permis d’isoler et désala surface occupée par les gametes au
sein de la gonade (Enriquez-Diaz, 2004; Fabieual, 2005; Royeet al, 2008 ; Dutertrest
al., in press b).

L'objectif de ce travail est de comparer les indiggonado- et gaméto-somatiques
obtenus a partir de coupes histologiques réalisheg Crassostrea gigaset de mettre en
evidence I'importance de la détermination précisdadproportion de gametes produits dans

le but d’évaluer I'effort de reproduction des Bives.

3.4.2. Matériels et méthodes

3.4.2.1. Déterminations des indices gonado-somatilGoS) et gaméto-somatique
(IGaS)

Les mesures ont été realisées a partir des cougtetogiques obtenues chez les huitres
cultivées prélevées, entre février 2005 et juile06, a Gresseloup et a la Coupelasse (cf.
3.2.4). Pour chaque individu, les dix coupes higfigues colorées ont été numérisées a l'aide
d’'un appareil photographique (Sony Cyber-Shot 7.2gdPixels) monté sur un stéréo-
microscope (Leica Zoom 2000) et relié a un ordimatees images numerigues ont ensuite
été analysées avec le logiciel LUCIA G 4.80. Ledames respectives de la masse viscérale
(SMV) et des gonades (SGo) ont été obtenues paumdége (Figure 41A et B). Afin de
déterminer la surface occupée par les gametesirfiace gonadique est isolée a I'aide d’un
masque puis transformée en niveaux de gris (Figdf®). Les gameétes apparaissant plus
sombres que les autres tissus gonadiques, il esibi® de définir un seuil minimum de
niveau de gris et de mesurer uniquement I'ensenddesurfaces ayant une valeur supérieure
a ce seuil (Figure 41D). Les indices gonado-somatiiGoS) et gaméto-somatique (1GaS)

ont ensuite été calculés de la fagon suivante :
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IGoS (%) = (SGo / SMV) x 100

IGaS (%) = (SGa/ SMV) x 100

Les IGoS et un IGaS individuels ont été moyennéas phaque date d’échantillonnage et

chaque site.

Figure 41. Déterminations, a l'aide du logiciel Lucia 4.80e surfaces tissulaires a partir de coupes
histologiques réalisées chez I'huit@rassostrea gigasA : Détourage de la surface occupée par la masse
viscérale; B : Détourage de la surface occupédgsagonades; C : Sélection de la surface gonadigae un

masque et passage en niveaux de gris; D : Seudiadge surface gamétique.
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3.4.2.3. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées avegidel Sigmastat 3.0. La relation
entre les indices gaméto-somatique et gonado-squeath été décrite par I'intermédiaire
d’une régression linéaire de type y = ax + b. A@esir vérifié la normalité et I'égalité des
variances des distributions, les variations dega@sdau cours du cycle de reproduction des
huitres ont été comparéespriori par des ANOVA a 2 facteurs. Des tests de Student-

Newman-Keuls ont été utilisés pour les analyspssteriori

3.4.3. Résultats

Chez les huitres cultivées de Gresseloup (Figukg dRde la Coupelasse (Figure 43A),
I'lGoS est toujours significativement supérieurl&hS (ANOVA a 2 facteursp < 0,01). La
relation entre les variations de I'lGoS et de I'B5ast décrite par une régression linéaire
hautement significative (Figure 44; ANOVA; n = 482 = 0,98;p < 0,01). La pente de la
droite de régression est significative (ANOVA;< 0,01) et indique que les variations de
I'lGaS exercent une influence sur celles de I'lGB&ns chacun des deux sites, I'écart entre
les deux indices montre des différences signifiesti en fonction des périodes de
prélevements des huitres (Figures 42B et 43B; ANQYA0,01). Cet écart varie entre 8% et

24% a Gresseloup, et entre 4% et 15% a la Coupelass
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Figure 42 Variations des indices gaméto-somatique et gonadwmsque (A), ainsi que de I'écart entre ces deux

indices (B) chez des huitres cultivées de Grespelou
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Figure 43. Variations des indices gaméto-somatique et gonadwmsque (A), ainsi que de I'écart entre ces deux
indices (B) chez des huitres cultivées de la Cagsel.

138



90 -

80 -

70 A

50 7 Y = 1,03x + 11,49

2=
40 - R2= 0,98

30 -

Indice gonado-somatique (%)

20 -

10 -

0 T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Indice gaméto-somatique (%)

Figure 44. Régression linéaire décrivant la relation entre ifefices gaméto-somatique (IGaS) et gonado-
somatique (IGoS) des huitreSrassostrea gigascultivées en baie de Bourgneuf, a Gresselaypef a la
Coupelassed).

3.4.4. Discussion

L’analyse numérigue de photographies au microsdepsoupes histologiques, réalisées
au niveau de la masse viscérale de I'huitrassostrea gigasa permis d’établir une relation
entre les variations des indices gaméto-somatit@aS) et gonado-somatique (IGoS) au
cours de deux cycles de reproduction. Cette reldt@mutement significative montre que la
variation de la proportion des gonades dépend ita@j@ment de celle des gametes.
Cependant, durant toute I'année, des éléments aorétigues sont également présents au
sein des gonades comme en témoignent les valep&sisures de I'lGoS par rapport a
I'lGaS. L'écart entre les deux indices n’étant paastant au cours du cycle de reproduction,
le passage d’un indice a l'autre n’est pas posgiatesimple relation mathématique.

En dehors des gametes, les éléments constitusfgaeades susceptibles de varier au
cours du cycle de reproduction sont le tissu iat@nal et la lumiere intra-acinale (Figures

35A et 36A). Le tissu inter-acinal est majoritaiearh constitué de cellules de stockage du
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glycogéne (Bertheliret al, 2000). Au début de la période de maturation desmdes (mars
2005 et avril 2006), la diminution de la proportidu tissu inter-acinal coincide avec celle des
écarts entre les indices. La lumiére intra-acicaleespond a la région des acini qui contient
les gameétes. Lorsque les gametes matures sontésvhous des acini et émis dans le milieu
extérieur, la proportion non occupée de lumiéretacinale augmente et reflete I'intensité de
I'émission des gametes. A Gresseloup, I'écart eesendices montre des pics au moment
des émissions de gametes normaux en juin 2005re2@06. La contribution de la lumiére
intra-acinale a l'écart entre les indices est maiette a la Coupelasse, probablement en
relation avec des émissions de gameétes moins egehs précision de la méthode utilisée
dans cette étude dépend, en effet, de la résoldésnmages qui n’est peut étre pas suffisante
pour permettre de détecter une augmentation daevliete acinale lorsqu’elle est masquée par
une quantité importante de gametes en développeyuegsiduels.

Les cellules vésiculaires du tissu conjonctif irdemal deC. gigaspeuvent fournir de
'énergie pour la gamétogenése mais é€galement [@donctionnement du métabolisme
général (Pipe, 1987; Heude-Berthedinal, 2001). De plus, la reconstitution des réserves du
tissu inter-acinal, lors de la résorption des gasieest considérée comme un mecanisme
permettant de fournir de I'énergie au métabolisrae déniteurs (Le Pennet al, 1991).
Ainsi, au cours du cycle de reproduction, une foacvariable de la proportion de tissu inter-
acinal est susceptible de ne pas contribuer aoteffle reproduction des Bivalves. En
revanche, la proportion de gamétes en développempesé en compte dans I'lGas, reflete
linvestissement énergétique lié a la reproducten’individu. Par ailleurs, bien qu’elle soit
un indicateur de la quantité d’énergie perdue tas émissions de gametes, la lumiére intra-
acinale ne représente pas en elle-méme un inversiesg énergétique. Lorsque les gonades ne
peuvent pas étre physiquement séparées du redie masse viscérale, la proportion de
gametes au sein des coupes histologiques s’impmse @bmme le seul estimateur valide de
la quantité d’énergie allouée a la reproductiomah disponible pour les autres fonctions
biologiques. L'utilisation d’'un IGaS basé sur laoportion de gameétes a l'intérieur des
gonades permet donc une quantification préciseeffert de reproduction des Bivalves qui
pourrait étre intégrée dans des modéles détermentt croissance des Bivalves (Bardté
al., 1997a; Pouvreaget al, 2006).
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3.5. Réchauffement de l'eau, reproduction et recr@ment de I'huitre

invasive, Crassostrea gigas, sur la cote atlantique francaise

D’aprés un article soumis le 24 mars 2009, acdepté juillet 2009

Marine Environmental Research

Rising water temperatures, reproduction and recruitnent of an invasive

oyster, Crassostrea gigas, on the French Atlantic coast

Mickaél Dutertre, Peter G. Beninger, Laurent Barillé, Mathias Papin, Joél Haure

3.5.1. Abstract

The recent appearance and invasion of feral oygtérassostrea giggsalong the
northern European Atlantic coast, underscores #deessity to investigate the relationship
between environmental variables, reproductive ygy, larval development and
recruitment. We studied these relationships ah bogh (HT) and intermediate (IT) —
turbidity sites, through historical data on watmperatures, multi-parameter environmental
probes, histological analyses, and field colleiohplanktonic larvae and settled post-larvae
in 2005 and 2006. A progressive warming trend alaserved, especially since 1995, when
oyster proliferation first became severe. Threshelmperatures for oocyte growth, larval
development and settlement were achieved in bo@b 20hd 2006. The HT site showed
greater numbers of larvae and post-larvae thanTthate for both years, with the highest
numbers of post-larvae observed at both sites guhe warmer summer of 2006. These
results suggest that increased temperatures irharartEuopean waters allow successful
reproduction, larval development, and recuitmentCofgigas High turbidity conditions

further enhance this success.
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3.5.2. Résumé

La récente apparition puis lI'invasion des huitérales Crassostrea gigade long de la
c6te atlantique nord de 'Europe, met en évideaceécessité d'étudier les relations entre les
variables environnementales, sa physiologie degeoduction, son développement larvaire et
son recrutement. En 2005 et 2006, nous avons étedigelations dans un site de turbidité
intermédiaire (IT) et dans un site de forte tutdiqHT), au travers de données historiques sur
la température de I'eau, de mesures effectuéedgsasondes environnementales, d’analyses
histologiques et de prélevemeimnssitu de larves planctoniques et de post-larves fixées.
réchauffement progressif a été observé, notammeatta de 1995, lorsque la prolifération
des huitres férales a commencé a étre importamte.sBuils physiologiques de température
ont été déterminés pour la croissance des ovocygegjéveloppement larvaire et le
recrutement. Le site HT montre, chaque année, us gdand nombre de larves et de post-
larves que le site IT, avec, pour les deux sites, guantités maximales durant la période
estivale de 2006, plus chaude qu’en 2005. Cestaésiduggerent que 'augmentation de la
température des eaux littorales européennes pelenetucces de la reproduction, du
développement larvaire et du recrutementCdeaigas Une forte turbidité semble également

favoriser ce succes.

3.5.3. Introduction

Suspension-feeding bivalves are coastal ecosysteyimeers that regulate matter and
energy fluxes by coupling pelagic and benthic psses (see Dame and Olenin, 2005 for
reviews). In the twentieth century, over-expladat pollution, and disease led to a
worldwide decline in native oyster populations, amopanied by economic losses and
ecological changes (Newell, 1988; Quayle, 1988;diikeet al, 2005). The Pacific cupped
oyster,Crassostrea giggsvas voluntarily introduced in several new coaatalas around the
world for aquaculture purposes, because of itsdragiowth rate, high tolerance to
environmental variations and low susceptibilityayster diseases (Coleman, 1986; Sreith
al., 1986; Grizel and Héral, 1991).

Although successful introductions df. gigas occurred particularly in northern

temperate countries of Europe and North Americagmmperatures precluded substantial

142



larval recruitment in the northernmost regions @argneet al, 1973; Gruetet al, 1976;
Goulletquer, 1995; Drinkwaard, 1999). France isaatipularly interesting case, since the
occurrence of massive and regular f&abigasrecruitments in the southern Atlantic regions,
but not in the northern ones, suggested that thé for the successful larval development
was situated south of Bourgneuf Bay (Goulletqued &téral, 1991; Robert and Geérard,
1999). However, in the past decade, feral oystere lproliferated on northern European
Atlantic coasts, unrelated to new introductionsg & gigasis now considered to be an
invasive organism from Spain to the North Sea &etsal, 1999; Wehrmanet al, 2000;
Cognieet al, 2006; Brandet al, 2008). This phenomenon is particularly visiblenorthern
French turbid bays, where the fefal gigasbuild long-lasting reefs and colonize racks on
which are attached farme@l gigasbags (Martinet al, 2004; 2005). In these areas, trophic
competition with feral oysters has been suggestedxplain the decline in farmed oyster
growth performance in the last ten years (Cogetieal, 2006). Although reproduction
performances of farmed adult oysters are beingiddted (Dutertreet al, in press), field
studies on natural recruitment are also neceseargderstand the recent feral oyster invasion
(Underwood and Fairweather, 1989; Grosberg andtaeyl992; Smaadt al, 2005).

Optimal larval development @. gigasrequires a water temperature higher than 22°C
during at least two weeks (Arakawa, 1990; Shaétial, 1997; Rico-Villaet al, 2008) and
oyster larvae are affected by food quality and gjtia(Baldwin and Newell, 1995; Powedit
al., 2002; Rico-Villaet al, 2008). As larval survival is the determiningrent for the
settlement of feral oyster populations (GoslingD20 environmental influences on larval
development need to be clarified by field studespecially in turbid coastal waters which are
characterized by seasonal and short-term variatdriee environmental conditions (Mann,
1982).

In an attempt to determine the causes of the receasion of feral oysters, in northern
cold temperate ecosystems, the present study adhthe larval development and post-larval
recruitment ofC. gigasat the southern and northern geographic extremBswgneuf Bay in

relation to real-time monitored environmental fasto
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3.5.4. Materials and methods

3.5.4.1. Adult oyster sampling and tissue fixation

Feral and farmed oysters were collected at twoepyfairming sites in Bourgneuf Bay,
between February 2005 and July 2006 (Haure and,B&2%85 - Figure 15). The northern site,
La Coupelasse (47° 1’ 34.7"N, 2° 1’ 55.9”W), ishegh - turbidity mudflat compared to the
southern sandy-muddy bottom site, Gresseloup (462.5”N, 2° 7’ 53.4”"W).

At the beginning of the study, in February 2005ulafarmed oysters (shell length =
69.2 £ 4.9 SD mm, originating from 18-month hatghleorn spats,) were installed, at both
the northern and southern sites, in 1.0 x 0.5 mtigla20 mm mesh bags and tied to oyster
racks (3.0 x 1.0 m) at 0.6 m above the bottom. hEbag contained 280 individuals,
corresponding to 5 - 10 kg of oysters. At each difefarmed and 15 feral oysters were then
sampled once monthly until March 2006 and then @éwnconthly until July 2006. Feral
oysters, in the same range of shell length as fdromes, were collected near oyster racks on
fixed substrata. For each oyster, shell dimens{terggth, width and height) were measured
with a caliper and whole mass was determined bestwecking. Soft tissues were then
immediately fixed in cold aqueous Bouin’s soluti@pprox. 5 x animal volume) for at least
two weeks (Beningest al, 2001).

3.5.4.2. Histological preparation

After fixation, a 0.5 mme-thick slice of the visceraass was removed from the region
along the line connecting the left and right palpjgnctions (Morales-Alamo and Mann,
1989). The tissue was rinsed under running waternight to eliminate excess Bouin’s
solution, dehydrated and prepared for paraffin eddbey. Embedded tissues were sliced with
a microtome to obtain 10 histological sections pelividual, 7 pum in thickness. These
sections were rehydrated, stained with modified 9da%s trichrome and dehydrated before
being mounted on glass slides in mounting mediuraniieret al, 2001). Mounted
histological sections were then dried at 60°C tdeast one week.
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3.5.4.3. Microscopic determinations and oocyte sieasurements

Oyster larvae are characterized by an initial emgbbtic stage (utilization of stored
oocyte reserves), followed by a mixotrophic stagecyte reserves + ingested particles) and
finally an exotrophic stage (ingested particlesyonlLucaset al, 1986; His and Seaman,
1992; Cannuel and Beninger, 2005). Oocytes iner@asize during vitellogenesis, so the
relative amount of oocyte reserves was therefotinated by measuring oocyte sizes in
histological sections of female oysters, observec @omputer screen connected to a video
camera (Nikon DXM 1200F) and optical microscope y(@pus AX70). LUCIA 4.80
software (Image Analysis Systems) was used to measacyte area showing sections
passing through both the clear nucleus and a tashucleolus (n = 30 per oyster). Oocyte

diameter was then calculated as follows:

Oocyte diameter (um) = 2+ (oocyte area (Lm2)m)

Monthly means (x 95 % confidence intervals, Clyotyte diameters were calculated
and used to determine the gonadal development $taggo-Reynoseet al, 2000): early
gametogenesis (3.0 to 12.0 um), growing (12.1 t® 30n), mature (30.1 to 41.0 pm) or
atretic (41.1 to 60 pum).

3.5.4.4. Determinations of D-larva and post-ladehsities

Unambiguous identification ofC. gigaslarvae was achieved through a preliminary
inventory of larval bivalve species at the two stuites, followed by identification using
literature data (Rees, 1950; Le Pennec, 1978;19i81) and computer image analysis of key
shell characteristics (Lucia G 4.80 software).

During known oyster spawning periods, plankton dasypvere collected at the northern
and southern sites using a boat-mounted pump prdwdth a flowmeter. Each plankton
sample (1.5 rf) was fixed in 10% formaldehyde — seawater solutiod prepared for analysis
as in Aubyet al. (2002). Each sample was manually homogenized avithop-ended glass
stick to avoid damage to larvae, and two 0.5 nguadts were transferred to Sedgewick-Rafter
counting cells and observed using a light microscplympus AX70) in order to determine
D-larva densities (shell height = 57 to 105 pme&e950; Le Pennec, 1978; His, 1991).
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At each site, clusters of 10 striated tubular adties (commonly used as substrata for
oyster spat settlement in the field; length = £&@ diameter = 2 cm) were tied side by side
to oyster racks (3.0 x 1.0 m) at 0.6 m from thedrat The clusters were rolled up at the end
of each tidal cycle to count the post-larval (recently-settled spats) density, and replaced

with new clusters for the next tidal cycle.

3.5.4.5. Environmental monitoring

Multi-parameter water quality probes (YSI 6600) evéixed to oyster racks installed at
each sampling site, to record temperature (°Cinisal(from conductivity), suspended
particulate matter (SPM) concentration (nepheloypeNTU) and chlorophyll (chl-a)
concentration (fluorometry, %) every hour. The esponding monthly means were plotted
with their 95 % confidence intervals (n = 720).

Food is implicitly defined as ingestible matterin& we do not know what, precisely,
the oysters are ingesting, we can only use indisaibavailable food. These must take into

account:

Quantity

Suspended Particulate Matter — the total amoupaadicles, quality not specified

Particulate Organic Matter (POM) — potentially ditiele particles, but quality not specified
Chlorophylla — amount of available phytoplankton, proportiontioé available particulate

matter not specified

Quality
POM:SPM - an indication of the organic contenthaf SPM (dilution of POM)
Chl-a:POM — an indication of the quality of the orgamatter

In order to characterize potential food amount, ilaldity, and quality, field
calibrations for suspended matter were performatuléaneously from both probe records
and natural seawater samples collected at eacleroyaimpling site over two tidal cycles.
Some seawater samples (n = 17) were dried at 6°@8fh and then ashed at 450°C for 4 h
(Barillé-Boyer et al, 2003) to obtain SPM and POM concentrations (Mgéspectively,
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while other samples (n = 16) were analyzed by spphbtometry after extraction with
acetone (Lorenzen, 1967) to determine a@htoncentrations (ug}). Linear regressions
obtained from field samples were used to transfoourly probe records into concentrations

as follows:

SPM (mg.1") = 1.44 x turbidity (NTU) + 12.92, n = 17, r2 =9G.
POM (mg.I*) = 0.18 x turbidity (NTU) + 3.42, n = 17, 2= @.9
Chl-a (ug.I") = 4.63 x fluorometry (%) + 1.65, n = 16, r2=2.9

Food dilution and quality, herein estimated as @ercorganic content of SPM
(POM:SPM ratio) and percent caleontent of POM (ch&:POM ratio) respectively, were

calculated as follows:

POM:SPM (%) = (POM (mg) / SPM (mg.1) x 100
Chl-a:POM (%) = (chla (mg.I") / POM (mg.1") ) x 100

3.5.4.6. Historical data of water temperature

Daily water temperatures (WT) in Bourgneuf Bay wesdculated between January

1970 and December 2006, using the following regpasdiaure and Baud, 1995):

WT =0.8703 x AT + 0.036 x TC — 0.0969

Daily atmospheric temperatures (AT) were obtainmethfMétéo-France’s Climatheque
database (Noirmoutier station, 2°1524”"W, 47°00’Nj and tidal coefficients (TC) using

the Marées dans le monde 2.020© software.

3.5.4.7. Statistical analysis

Sigmastat 3.1 (Systat software) was used to cHeekormality and heteroscedasticity
of data distributions and then to perform stateédtenalyses. Temporal and spatial variations
of environmental factors were compared by Studdests or two-way parametric ANOVA,
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while correlation between them was determined bgaBpan correlation tests. Analyses of
data from histological determinations, as well avdl and post-larval cumulative densities,
were first performed with two-way parametric ANOW#thin each reproductive cycle, aad
posterioriby Student-Newman-Keuls (SNK) tests.

3.5.5. Results

3.5.5.1. Environmental variations

3.5.5.1.1. Seston quantity and quality

Over the sampling period, SPM, PIM, POM and a&htoncentrations were always
higher at the HT site compared to the IT site 82.5.1.2). The monthly mean POM:SPM
ratio, used to estimate potential food dilutionsv@wver at the HT site in 2005 and 2006. On
the other hand, the monthly mean atffOM ratio, used to estimate food quality, was krgh

at the HT site in 2005, while no significant diéeice between sites was reported in 2006.

3.5.5.1.2. Fine-scale variations of water temperatand salinity: 2005 - 2006

Monthly mean water temperatures, largely typicalaohorthern temperate nearshore
ecosystem, were not significantly different betwdlea sites in 2005 and 2006 (Figure 45,
Student t-testp = 0.95 andp = 0.99, respectively). However, the summer pewas warmer
in 2006 vs. 2005, especially in July, where the m&ater temperature was 1.5°C higher. The
daily amplitude of water temperature was higheéhatHT site (cf. 3.2.5.1.1).
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Figure 45. Water temperature variations at the northern highidity (HT) and southern intermediate turbidity
(IT) sites of Bourgneuf Bay, in 2005 and 2006. Me&rd5 % confidence intervals.

Figure 45. Variations de la température de I'eau dans ke &t forte turbidité (HT) et dans le site de tuithid

intermédiaire (IT) en baie de Bourgneuf, en 20080816. Valeurs moyennes = intervalles de confian68%.

3.5.5.1.3. Historical variations in water temperedu

Historical annual mean and warmest-month calculaedn water temperatures are
presented for Bourgneuf Bay from 1970 — 2006 (Fegié). For the 17-year period from 1970
— 1987, annual means were higher than the annudiangefor only 2 years (11.8%), versus
15 years (83.3%) for the 18-year period from 198886. This situation prevailed in 10 of
11 years (91%) from 1995 — 2006. Similarly, the wast month means over the 17-year
period from 1970 — 1987 were above the threshattp&gature for successful reproduction
(20°C — Chavez-Villalbat al, 2002; Rico-Villaet al, 2008) only 2 years (11.8%), whereas
over the 18-year period from 1988 — 2006, thisasitun prevailed in 9 years (50%).
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Figure 46. Annual mean and warmest month mean of water temperaince the introduction @rassostrea
gigasin the 1970's (Météo-France, Climathéque datalidegmoutier, 2007), and relationship with the matu
recruitment of feral oysters in Bourgneuf Bay (Getguer, 1995; Cogniet al, 2004; 2006; Martiret al, 2004;
2005). Dotted line corresponds to the median teatper (13.4°C) of annual mean water temperaturgheth

line corresponds to the minimal threshold (20°Q)dptimalC. gigaslarval development.

Figure 46. Moyennes annuelles et moyennes des mois les ghlasds de la temperature de I'eau depuis
l'introduction deCrassostrea gigaslans les années 1970 (Météo-France, Climathécabatse, Noirmoutier,
2007), et relation avec le recrutement natureltdéges férales dans la baie de Bourgneuf (Gouwltetql995;
Cognie et al, 2004; 2006; Martiret al, 2004; 2005).La ligne pointillée indique la média(l3,4°C) des
moyennes annuelles de la température de I'eag, ligfe tiretée correspond au seuil minimal de &najure de

I'eau (20°C) permettant un développement larvaptneal deC. gigas
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3.5.5.2. Microscopic determinations and oocyte size

Variations in oocyte size allowed identification twio distinct seasonal reproductive
cycles in 2005 and 2006 (Figure 47). In 2005, rgnificant difference was observed for
mean oocyte diameter in intra-site (two-way ANOVWA = 0.85) and inter-site (two-way
ANOVA, p = 0.81) comparisons. Similarly, in 2006, no sigraht difference was observed
for mean oocyte diameter in intra-site (two-way AWE) p = 0.84) and inter-site (two-way
ANOVA, p = 0.94) comparisons. In both years, the oocytevtirstage began in the same
periods (end of March — beginning of April). Howevihe mature stage, corresponding to the
dominance of ready-to-spawn post-vitellogeneticytex in the gonads, was reached more
quickly in 2006 than in 2005 (two vs. three monthiSpnads entered a degenerating stage
(evidence of atresia in unspawned oocytes suclelasize increase and clearer cytoplasm —
Dutertre et al, in revision), more prematurely in 2006 than in020(July vs. August,

respectively).
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Figure 47.Mean oocyte diameters (x 95% IC) for feral and fadnoystersCrassostrea gigasat northern high

turbidity (HT, A) and southern intermediate turlyd(I T, B) sites of Bourgneuf Bay in 2005 and 2006.

Figure 47. Diamétres moyens (+ intervalle de confiance & 98&s ovocytes des huitres férales et des huitres
cultivées Crassostrea giggsdans le site de forte turbidité (HT — A) et démsite de turbidité intermédiaire (IT
— B) en baie de Bourgneuf, en 2005 et 2006.
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3.5.5.3. D-larva and post-larval densities

Cumulative D-larva densities showed significanfedénces related to both year and
site (Figures 48 and 49, two-way ANOVA < 0.05 andy < 0.01, respectively). Cumulative
D-larva densities were higher at the HT site fothbgears (SNK-testg < 0.05 for 2005 and
p < 0.01 for 2006). For the IT site, cumulative Dvik densities were higher in 2006
compared to 2005 (SNK-tegt < 0.05), while, for the HT site, no significantfdrences were
observed between the two years (SNK-tpst,0.30). At both sites, D-larvae appeared at the
same periods: over two months in 2005, from theirmgg of July to the beginning of
September, with a marked increase of the planktama densities observed at the end of
August at the HT site. In 2006, the HT site showed main peaks of planktonic larva
densities, at the end of July and at the beginoingugust, while, at the same periods, two
smaller peaks of D-larva densities were recordedeatT site.

Cumulative natural post-larval recruitment alsovséo significant differences related to
both year and site (Figures 48 and 49, two-way AMQN < 0.01). Natural recruitment was
much higher in 2006 compared to 2005 at both §géiK-testsp < 0.001 for the HT site and
p < 0.05 for the IT site). Inter-site differencestite monthly post-larval counts were also
evident, with proportionately higher counts at HiE site in both 2005 and 2006.
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Figure 48. D-larva (A, C) and post-larval (B, D) densitiesthe northern high turbidity (HT) and southern
intermediate turbidity (IT) sites of Bourgneuf Bfay the year 2005.

Figure 48 Densités de larves-D (A, C) et de post-larvesexgB, D) dans le site de forte turbidité (HT) ansl

le site de turbidité intermédiaire (IT) en baieRirgneuf pour I'année 2005.
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Figure 49. D-larva (A, C) and post-larval (B, D) densitiesthe northern high turbidity (HT) and southern
intermediate turbidity (IT) sites of Bourgneuf By the year 2006.

Figure 49. Densités de larves-D (A, C) et de post-larveéds (B, D) dans le site de forte turbidité (HTYlehs

le site de turbidité intermédiaire (IT) en baieRirgneuf pour I'année 2006.

3.5.6. Discussion

3.5.6.1. Water temperature and recent oyster iomasi

At approximately 28000 t, the feral oyster stockBiourgneuf Bay equals 70% of the

annual farmed oyster production (Cogmie al, 2004; Martinet al, 2004; 2005). Water

temperature variations, since the introductiorCofgigasfor aquaculture, clearly show that
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the onset of the feral oyster invasion coincidethwi marked water warming (Fig. 4). Indeed,
between 1970 and 1995, when annual mean water tatope was usually lower than the
median temperature (13.4°C), cumulative feral oysteruitment was very low (Le Borgee
al., 1973; Gruetet al, 1976; Goulletquer, 1995). Massive recruitmentferfal oysters,
observed since 1995 (Cogreeal, 2006) corresponded to the beginning of the perbdre
summer months often showed water temperature hitjfaar 20°C, which is required for
successfulC. gigaslarval development in hatcheries (Arakawa, 199%@atkn et al, 1997;
Chavez-Villalbaet al, 2002; Rico-Villaet al, 2008). These quantitative historical data thus
support earlier hypotheses of a relationship betw&egigasproliferation in cool temperate
European ecosystems and global warming (Diedetiet, 2005; Ruesinlet al, 2005; Smaal
et al, 2005). Among the temperature-related variabldschv could contribute to this
proliferation are those which chiefly affect langirvival and subsequent recruitment of feral
oysters: oocyte reserves, spawning period andrsestaditions (Baldwin and Newell, 1995;
Powellet al, 2002; Chavez-Villalbat al, 2003; Rico-Villaet al, 2008).

3.5.6.2. Oocyte fate timed by water temperaturestnolds

During two successive reproductive cycles @f gigas oocyte diameter variations
showed that the field reproductive cycle was tirbgdliscrete water temperature thresholds
(Dutertreet al, in press). The oocyte growing stage, charactrmeboth an increase in size
and in vittelin reserves (see Gosling, 2003 forergécreview), began when spring water
temperature reached 8-10°C. The mature stage veatigeé more quickly in 2006 than in
2005 (two vs. three months), corresponding to auced daily amplitude of water
temperatures in 2006, and also to a greater enevgy of breeders due to higher spring food
quality (chl-a:POM ratio) and/or recovery of enerfggm the large amount of reabsorbed
atretic oocytes at the end of summer 2005 (Dutertral, in press). Although early partial
spawns could be detected when daily variationsatemtemperature briefly exceeded 18°C,
water temperatures of 15 — 18°C cause mature, wmsgghoocytes to enter atresia (Dutertre
et al. in press). Major spawning activities were recorgdten summer water temperature,
higher than 20°C, could efficiently sustdih gigaslarval development (Chavez-Villalbet
al., 2002; Rico-Villaet al, 2008).

Similar oocyte size in farmed and feral oystersbath sites indicated that future

fertilized eggs would contain equivalent amounts wiellus for the endotrophic and
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mixotrophic larval stages (Luca&s al, 1986; His and Seaman, 1992; Cannuel and Beninger,
2005). This result is in agreement with the obsernahat variations in reproductive effort in
C. gigasreflect variations in gamete quantity rather thaality (Caerset al, 2002; Chavez-
Villalba et al. 2003; Cannuel and Beninger, 2005).

3.5.6.3. Planktonic larval life

Maximal planktonic larva densities in the wateruroh were observed during defined
summer periods in which high oyster fecundity wgschronized with a water temperature
higher than 20 - 22°C. D-larva densities correspontb the patterns of breeder spawning
strategy at both sites in 2005 and 2006, but esplgwns, which occurred when water
temperature was below the threshold allowing aimagtlarval development (Dutertet al,
in revision), were not accompanied by larval preserMoreover, although IT oysters had
more pronounced spawns compared to HT oysterstmymars (Dutertret al, in press), D-
larva densities were higher at the HT site, whichspnted slightly, but non-statistically
significant, higher summer temperatures. This miap &e due to the significantly higher
level of chlorophylla at the HT site; in other words, the poor food guat the HT site was

amply compensated by the sheer amount of foodabtaifor the larvae.

3.5.6.4. Feral oyster recruitment

Natural post-larval recruitment at both HT and ifes was much higher in 2006 (4540
and 1489 annual settled post-larvaé®, mespectively) compared to 2005 (45 and 4 annual
settled post-larvae. i respectively). Although 2006 could be consideamdexceptionally
favorable year for oyster reproduction and postdarecruitment in relation to the warmer
summer temperatures, natural recruitment in BowfyBay remained very low compared to
more southern coastal ecosystems. Indeed, thenaestl recruitments in Arcachon Bay over
the past twenty years were reported in 2003 and 20¢h more than 60 000 settled post-
larvae.n¥ of limed tiles (Aubyet al, 2006). Environmental conditions at the HT sitetably
the chlorophylla levels, regardless of the organic matter dilutiappear to promote local
feral oyster recruitment. This is confirmed by @ydtarmer practices over the past several
years, which preferentially use the HT site to alisartificial spat collectors (Marion Petit,
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Section Régionale Conchylicole, Bouin, France, peosn.). Once established, large feral
oyster reefs can disrupt flow, limit larval dispgtsand offer substrate for settlement,
enhancing local post-larval recruitment at the iH&.s

3.5.7. Conclusion

The historical data presented here clearly showw @agigas proliferation in the
Bourgneuf Bay ecosystem corresponds to warmer \wetgperatures, particularly since 1995.
A similar evolution in water temperatures has besmorded at more northerly sites (Wadden
Sea), also corresponding to increasidg gigas recruitment (Diederich et al, 2005). The
underlying processes of reproduction and developmenacutely sensitive to such warming
through the threshold temperatures of oocyte grawith larval development, and ultimately
greater recruitment of post-larval feral oysters,shown by the recent fine-scale temporal
data of the present study. A continuation of themwag trend in water temperatures should
thus produce an intensification of this prolifeoati and a range extension northward in
shallow European bays, including those used forteoyfarming. Given the now near-
ubiquitous distribution ofC. gigasin temperate coastal habitats, these observasbasld
serve to alert the marine environment research aomtgnto potentially similar situations

worldwide.
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Les travaux présentés dans cette these mettent vefenée les meécanismes
morphologiques et physiologiques qui, depuis detcednies, permetteniGrassostrea gigas
d’établir des populations envahissantes d’huitéealés dans les écosystemes cétiers turbides
des régions tempérées. Les données originales udsten situ sur les mécanismes
d’alimentation, le cycle de reproduction et le déppement larvaire peuvent contribuer a une
meilleure gestion des populations d’huitres férafésd’huitres cultivées au sein des
écosystemes caractérisés par de fortes concensaiomatiere en suspension (MES).

Contrairement aux mesures massiques utilisées uedlbinent pour étudier la
morphologie des organes palléaux des Bivalves (Blopkt al, 2003; Drenkt al, 2004) et
susceptibles d’étre influencées par I'état phygjmjoe des individus, la technique d’analyse
d'image développée dans nos travaux permet de ramdquement en compte les surfaces
de traitement des particules au niveau des bramehides palpes labiaux. Les augmentations
conjointes de la concentration en MES et de ldetaiés palpes labiaux des huitres férales
mettent en évidence le rdle clé de cet organe Kheptation deC. gigasaux fortes charges
sestoniques. Il semble, en effet, que contraireraesd qui a été démontré chez les Bivalves
homorhabdites (Theisen, 1982; Esseatkal, 1989; Paynet al, 1995a; 1995b; Drerdt al,
2004), la morphologie de la branchie hétérorhabdiés huitres soit plus influencée par la
ressource trophique que par la quantité de MES.déeeloppement d'une association
fonctionnelle entre les branchies hétérorhabdisesigolamellibranches et les palpes labiaux
des Ostréidés constitue un élément déterminanthoire évolutive des Bivalves qui doit
étre pris en compte dans les interactions entr@rnganismes et leur milieu (Stasek, 1963).
D’'un point de vue morpho-anatomique, cette assoadonctionnelle est traduite par le
rapport B/P (surface branchiale/surface des pal@es)huitres férales qui, en raison de sa
relation inverse et hautement significative avecdacentration en MES, pourrait étre utilisé
dans les études écophysiologiques comme indicatdigle de I'acclimatation des individus
aux conditions de turbidité (Payme¢ al, 1995b; Drentet al, 2004; Comptoret al, 2007;
2008).

L’origine phénotypique de la variabilité intrasgémie des tailles des organes palléaux
de C. gigasa été démontrée au moyen de transplantationsroécies intersites, associées a
des enregistrements en continu des paramétresorneimentaux. L’exposition prolongée a
de nouvelles conditions de turbidité lors de vaia saisonniéres ou d’'un changement de site
entraine des modifications réversibles de la mdggie des branchies et des palpes labiaux,
clairement mises en évidence par le rapport B/Re fmestion demeure concernant le lien

entre la plasticité phénotypique des tailles dgames palléaux et les variations du nombre de
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voies de traitement des particules. Nous avonsrebse&hez les huitres de la baie de
Bourgneuf, que l'accroissement en taille des pal@scompagnait d’'une augmentation du
nombre de plis sur leur surface. Les structuresi@k des branchies et des palpes sont elles-
mémes susceptibles de subir des modifications éidagurbidité. En effet, les cirres eulatéro-
frontaux deC. gigastendent a étre plus longs et moins espacés darsv@®nnements ou la
concentration en MES est plus importante (Bamtéal, 2000). De méme, des structures
ciliaires particuliéres, appelées «cirres frontauxsemblent étre présentes en plus forte
densité sur les branchies de certaines especewaedd habitant des eaux turbides (Atkins,
1937; Way, 1988).

Des mesuresn vivo des réponses fonctionnelles ont démontré queok#stson de
grands palpes labiaux et de petites branchies pinene augmentation du taux de filtration
et de l'efficacité de la sélection pré-ingestives grarticules lorsqu€. gigasétait soumise a
une augmentation de la charge sestonique. Ceciitédhirement que la variabilité
morphologique des branchies et des palpes labiangtitue un mécanisme de tolérance vis-
a-vis des conditions de turbidité et pourrait eqypdir I'établissement de populations pérennes
d’huitres férales dans les écosystemes cotiersdagb L'utilisation de deux especes de
microalgues de nature difféerente, lI'une vivant€kdletonemacostatum) et [l'autre
thermodégradéeTétraselmis sueci¢a pour alimenter les huitres, a également permeis d
mettre en évidence la capacité @e gigasa opérer une sélection fine sur des particules
organiques de petite taille. En raison de I'avaatadlectif qu’elle peut représenter dans le
cadre de la compétition trophique intraspécifiglaeflexibilité des branchies et celle des
palpes labiaux devraient également étre étudiées lels huitres cultivées qui, contrairement
aux huitres férales, sont d'origine exogene etentfiles de moins bien tolérer les fortes
concentrations en MES. La détermination des limgtedes colts énergétiques de la plasticité
phénotypique des organes palléaux permettrait ptetreent d’affiner la modélisation des
mécanismes d’alimentation d& gigaset d’adapter les modéles aux environnements cétiers
caractériseés par de fortes concentrations en ME®rait également intéressant de comparer
les performances écophysiologiquesayigasavec celles des Bivalves homorhabdites, afin
de déterminer si la structure hétérorhabdique daschies d’huitres représente un élément de
tolérance vis-a-vis des fortes turbidités (Benirgeal, 2008b).

Sur le site modeéle de la baie de Bourgneuf, unyéstése tempéré turbide récemment
envahi par des huitres férales, la combinaisonatyaes histologiques approfondies des
gonades deC. gigaset d’enregistrements en continu des paramétresa@mamentaux a

révélé un cycle reproducteur annuel caractérisapax périodes principales d’émissions de
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gametes et rythmé par les variations de la temp@rate I'eau. A la fin du printemps, les
gametes émis sont normaux et fertiles, tandis ufn de I'été, beaucoup de ces gameétes
montrent des signes d'atrésie et sont dégénéresc€ldtte stratégie de reproduction
particuliere est liee a des seuils physiologiquegemnpérature de I'eau, induisantsitu la
maturation des gonades (8-10°C), I'émission desetesn(>18°C) et 'atrésie gamétique (<
15°C). La régulation de la reproduction e gigaspar ces seuils est si précise, qu’une plus
grande variabilité de la température de I'eau aw e la baie de Bourgneuf provoque les
premieres émissions de gameétes un mois avant deltebuitres vivant a seulement 15 km au
sud. Les huitres férales, qui présentent une atgasnétique deux fois moins importante que
les huitres cultivées et qui semblent, par cons#géée plus fertiles, pourraient, de part leur
nombre croissant, étre les principaux acteursidedsion deC. gigasen baie de Bourgneuf.
La stratégie de reproduction originale que nousnavoonstatée ainsi que les données
nouvelles concernant la reproduction des huitnedef@ constituent des éléments déterminants
pour la compréhension de la dynamique des popuoktieC. gigasdans les écosystemes
tempérés. Les seuils physiologiques de tempérakiiéeau et la stratégie de reproduction,
mis en évidence dans des environnements présdlifignéntes qualités et quantités de MES,
ont été intégrés dans la conception d’un modelghmiologique déterministe visant a
prédire la croissance d& gigasdans les habitats turbides (Barid€al, 1997a; Hauret al,
2008).

L’indice gaméto-somatique développé dans nos traapartir de I'analyse d’'images
numeriques permet d’exclure la proportion représenpar les tissus gonadiques non
gamétiques sur les coupes histologiques et, paecuent, d'évaluer I'effort de reproduction
de C. gigasuniquement a partir de la proportion de gameétes tésultats ainsi obtenus
montrent que les variations de la qualité et dguantité des MES ont peu d’influence sur
I'effort de reproduction des huitres de la baieBieirgneuf. Sachant que les méthodes de
gestion des stocks d’huitres cultivées ne peuvasisiappliquer aux huitres férales, il semble
également pertinent de déterminer le réle jouécbacun des deux types d’huitres dans la
prolifération deC. gigas La comparaison des indices gaméto-somatiqueseseiggie la
proportion d’énergie investie dans la reproduciian les huitres férales est similaire a celle
des huitres cultivées, et renforce le caractereridigmant de la fertilité des gametes dans la
contribution de chaque type de géniteurs au recreme de nouveaux individus. Compte tenu
de lacunes concernant les caractéristiques dédiatdes gametes ch€z gigas des études
en conditions contrdlées permettraient notammendéerminer avec précision les facteurs

régulant ce meécanisme fondamental, ainsi que sqradmsur le bilan énergétique des
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géniteurs et sur le développement des larves. dgmattion de l'indice gaméto-somatique et
des flux d’énergie liés a l'atrésie dans un modidecroissance d€. gigasest actuellement
envisagée (Hauret al, 2008). Les observations histologiques révélast diférences avec
ce qui a été constaté chez d’autres Bivalves (Lebetl, 1987; Pipe, 1987; Barbet al,
1988; Morvan et Ansell, 1988; Dorange et Le Penrd€89), des études en microscopie
électronique a transmission sont en cours afin émiser les premiéres descriptions
ultrastructurales des phénoménes d’atrésie Chegas

La confrontation des variations de la températwd'@hu, depuis l'introduction d€.
gigas et des observations historiques concernant leitesoent naturel de cette espéce en
baie de Bourgneuf corrobore I'hypothese concertali¢n entre le réchauffement climatique
global et I'invasion récente des huitres féralassdas écosystémes tempérés de I’hémisphére
nord (Drinkwaard, 1999; Diederiat al, 2005; Cognieet al, 2006). En effet, la prolifération
massive d’huitres férales observée depuis le didmitannées 1990 coincide avec la période
durant laquelle les températures estivales sopiue souvent au-dessus du seuil minimum de
20°C, favorable au développement larvaireCdegigas Nous avons démontré I'influence de
la température de I'eau sur le recrutement natie€l. gigasau moyen d’expérimentations
situ qui ont notamment révélé qu'une augmentation &Cl,de la température estivale
moyenne de I'eau était associée a un recrutementidgsains nettement plus important en
2006 qu’en 2005. Etant donné le réchauffement ¢ldes eaux de surface et 'augmentation
des températures estivales dans le nord de I'Euprpdits par les modeéles climatiques
actuels (Christensen et Christensen, 2003; Sehal, 2004; Ruosteenojat al, 2007;
Solomonet al, 2007), la relation existant entre l'intensité mecrutement de&€. gigaset la
température de I'eau peut étre utilisée pour préliévolution des populations d’huitres
férales dans les écosystemes cotiers tempérés.gBiane nourriture plus abondante puisse
étre a l'origine des recrutements plus importadissains d€. gigasdans la partie nord
de la baie de Bourgneuf, cette hypothése restaférrm@r notamment par la comparaison des
densités d’organismes planctonophages au nord stichde la baie de Bourgneuf, ainsi que
par la modélisation de la dispersion des larvef®ection de I'hydrodynamisme.

Au méme titre que les variations climatiques, lessions biologiques sont désormais
considérées comme étant une composante importamnte«c @hangement Global » des
écosystemes marins et font I'objet, depuis la Cotiga sur la Diversité Biologique de Rio,
en 1992, de débats tant scientifiques que poligi@cchipinti-Ambrogi et Savini, 2003;
Occhipinti-Ambrogi, 2007). A I'heure actuelle, lalupart des études menées sur les

conséquences de l'invasion @Ge gigasdans les écosystemes tempéeéscernent I'impact
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des huitres férales sur la biodiversité régionalsue les espéces exploitées (Reise, 1998;
Smaalet al, 2005; Nehlset al, 2006; Diederich, 2005; 2006; Ruesink, 2007). Leégence

de vastes substrats solides et tridimensionnés, du développement de récifs biogéniques
d’huitres, est notamment susceptible de complétetenleverser I'hydrodynamisme et la
biodiversité des vasieres intertidales. Cependantensification du captage naturel d&
gigaspourrait également représenter un intérét éconaoenepur certaines régions ostréicoles
en réduisant les co(ts liés a l'utilisation de saiiss exogeénes ou d’écloserie. Dans le nord de
la baie de Bourgneuf, la ou nous avons observénkEfieurs recrutements de. gigas les
secteurs des Moutiers et de la Bernerie sont detrégja utilisés comme parcs de captage de
naissains par les ostréiculteurs (Section RégioBalechylicole, 2009). Aprés les mortalités
massives de juvéniles d& gigassurvenues sur 'ensemble du littoral francais aurg de
I'été 2008, il s’est averé que les huitres féralmblaient moins touchées par ce phénomene
gue les huitres cultivées. Conformément aux suggestles professionnels et des biologistes
concernant l'utilisation possible des huitres ®sgbour relancer la production ostréicole, le
ramassage de ces dernieres par les pécheurs a gitédinterdit, pendant un an, par arrétés
préfectoraux dans certaines « réserves naturellelsya Rade de Brest ou l'estuaire de la
Vilaine. Alors que la surmortalité de I'été 2008l qvait entrainé de 40% a 100% de pertes
de naissains d’huitres, semble se répéter en 26BEMER, 2009), l'intérét économique des
huitres férales pourrait se confirmer et s’accompagl’un changement de perception vis-a-
vis de ces envahisseurs venant au secours d'urfespian sinistrée. Il est désormais
impératif d'orienter la recherche sur les perforoemn biologiques de ces populations

concurrentes et complémentaires des huitres dgdeva
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VARIATIONS HORAIRES DES CONCENTRATIONS
EN MATIERE EN SUSPENSION,
EN MATIERE ORGANIQUE PARTICULAIRE
ET EN CHLOROPHYLLE- A,
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Invasion des populations férales de I'huitre creus€rassostrea gigas : stratégies d’alimentation
et de reproduction dans les habitats turbides

L'huitre creuseCrassostrea gigagrésente des variations phénotypiques de taillesake
branchies et de ses palpes labiaux en relationlawgeantité et la qualité des matiéres en suspensi
Lorsque la turbidité augmente, I'accroissement a¢allle des palpes et la réduction de la surface
branchiale permettent une augmentation du tauxliatibn et de I'efficacité de la sélection pré-
ingestive des particules.

Dans des conditions naturelles, les stratégiegpi®duction des huitres cultivées et des huitres
férales sont principalement dépendantes de la tetypé de I'eau, de la quantité et de la qualité du
seston. La maturation des gonades, I'émission de®tes et I'atrésie gamétique ont été associées a
des seuils physiologiques de température de I'eesiefforts de reproduction relativement similaires
suggeérent que non seulement les huitres cultivéais, également les huitres férales, contribueat a |
prolifération deCrassostrea gigas.

Un accroissement significatif du recrutement natdes huitres férales a été mis en relation
avec une augmentation des températures estivalbsade Cette relation corrobore les observations
historigues montrant la concomitance du réchauffendes eaux littorales et de linvasion de
Crassostrea gigadans les écosystemes tempérés de 'hémisphére nord

En 2008 et 2009, des mortalités estivales ont détds juvéniles d€rassostrea gigasultivés
dans les écosystémes cotiers francais mais oraffexié les huitres férales invasives, qui pountaie
de ce fait, étre utilisées pour relancer l'ostritice.

Mots-clés: huitre creuse, invasion, plasticité phénotypiguschauffement climatique, turbidité,
filtration, sélection, branchie, palpe, reproducticecrutement

Invasion of feral populations of the Pacific oysteCrassostrea gigas: feeding and reproductive
strategies in turbid habitats

The Pacific oysteCrassostrea gigashowed phenotypic variations of its gill and ldtpalp
size in relation to the quantity and quality of tkespended particulate matter. When turbidity
increased, the increase of the palp size and thectien of the gill size allowed higher clearanater
and pre-ingestive selection efficiency of the udes.

In natural conditions, reproductive strategiesavfrfed and feral oysters were chiefly dependant
from water temperature, and seston quantity antitgu@onad maturation, spawn and gamete atresia
were associated with physiological thresholds ofew#emperature. Relatively similar reproductive
efforts suggest that not only farmed oysters, Isd eral oysters, contribute to tlassostrea gigas
proliferation.

A significant increase of the feral oyster natusdruitment was related to the rise of summer
water temperatures. This relationship supports tistorical observations showing simultaneous
coastal water warming ar@rassostrea gigamvasion in northern temperate ecosystems.

In 2008 and 2009, summer mortalities have decimidte@rassostrea gigapiveniles reared in
the French coastal ecosystems but have not mueltaedf the invasive feral oysters, which could
therefore be used to boost oyster farming.

Key words: Pacific oyster, invasion, phenotypic plasticityimdte warming, turbidity, clearance rate,
selection, gill, palp, reproduction, recruitment



