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1. Contexte de |’étude : gestion des risques

1.1- Situation économique de [’ostréiculture

L’ostréiculture moderne est née en 1853 lorsque les biologistes Coste et De Bon
introduisent les techniques de culture de Uhuitre en France, faisant ainsi passer la
production de la cueillette a l’élevage. L’espéce principalement cultivée aujourd’hui est
Uhuitre creuse Crassostrea gigas, importée du Japon dans les années 1970, tandis que
huitre plate Ostrea edulis, espece indigene des cotes européennes, ne fait [’objet que
d’une production marginale (Bonnet et Troadec, 1985).

En 2007, pour une production nationale conchylicole (ensemble des mollusques cultivés) de
193.620 tonnes représentant une valeur de 400 millions d’euros, la production d’huitres
s’éléeve a 113.200 tonnes (soit 58,5 %) pour une valeur de 268 millions d’euros (soit 67 %)
(FranceAgrimer, 2010). Si en terme de quantités vendues, la conchyliculture ne représente
que 27,4 % des produits de la mer (péche et aquaculture) (FranceAgrimer, 2010), la part de
la production de mollusques représente 79,5 % de la production aquacole francaise (FAO,
2010) et Uostréiculture représente un quart des ventes des produits de la mer. Entre 2001
et 2008, quelle que soit ’espéce considérée, la production ostréicole se caractérise par
une relative stabilité (Fig. 1). En 2008, la production d’huitres plates est de 1920 tonnes
placant la France au 1*" rang mondial pour cette espece et la production d’huitres creuses
est de 111.000 tonnes placant la France au 1°" rang européen. La région Poitou-Charentes
est la principale région productrice francaise avec 47 % des huitres produites, suivie de la
Bretagne avec 23,5 %, tandis que la région des Pays de Loire ne représente que 6 % de la
production nationale (Fig. 2). En 2007, le secteur représente 9100 emplois équivalents
temps plein soit 82,5 % des emplois du secteur aquacole (Source : Ifremer - SIH 2008 /

DPMA- recensement piscicole 2007).
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Figure 1. Evolution de la production francaise de [’huitre creuse Crassostrea gigas et de
[’huitre plate Ostrea edulis de 1998 a 2008 (FAO, 2010).

Le secteur ostréicole représente ainsi une part significative de la production marine
francaise et porte l’image d’une activité traditionnelle qui fait partie de la culture du
littoral francais. Cependant, cette filiere doit régulierement composer avec les aléas
environnementaux. Les surmortalités qui frappent durement la filiere depuis 2008
(Sauvage et al., 2010; Segarra et al., 2010) risquent d’avoir des conséquences économiques
importantes et nécessitent, une nouvelle fois, que des solutions techniques soient trouvées
pour que ’activité perdure.
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Figure 2. Répartition de la production ostréicole francaise selon les régions en 2007
(FranceAgrimer, 2010).



1.2- Une production soumise a des contraintes

Historiquement, la profession a di faire face a plusieurs épizooties majeures
touchant d’abord U’huitre plate, en 1920-1927 (maladie non identifiée) puis en 1969 et
1979 en raison, respectivement, des maladies Martéliose et Bonamiose qui ont entrainé des
mortalités massives d’huitres plates Ostrea edulis (Bonnet et Troadec, 1985). Les agents
pathogenes de ces deux maladies sont des protozoaires appartenant a Uordre des
Haplosporidies (Sprague, 1979). Marteilia refringens est observé au niveau de ’épithélium
stomacal et des diverticules digestifs des huitres et il se caractérise par un cycle de vie
complexe lui donnant un caractere saisonnier (Audemard et al., 2001; Grizel et al., 1974).
Bonamia ostreae infecte les hémocytes des huitres et les cellules épithéliales des
branchies et de l’estomac et il reste infectieux toute l’année (Arzul et al., 2009). La
production de U’huitre plate était alors concentrée en Bretagne, et c’est dans cette région
que les retombées économiques ont été les plus importantes avec des pertes estimées a
1,8 milliard de francs en 1983 (Grizel, 1992).

Entre 1966 et 1969, U’huitre creuse d’origine portugaise (Crassostrea angulata) a
été touchée par une maladie d’origine virale appelée « maladie des branchies » qui
provoquait des nécroses au niveau des branchies et des palpes labiaux (Comps et Duthoit,
1976). Puis une seconde maladie, imputée a un virus de type iridovirus et infectant les
hémocytes, a entrainé en 1973 la disparition brusque et presque définitive de tous les
stocks, sauvages et cultivés (Bonnet et Troadec, 1985; Renault et Novoa, 2004). A partir de
1970, Uintroduction de naissains de ’espéce Crassostrea gigas en provenance du Japon a
permis le réensemencement des gisements naturels. Des huitres adultes ont été importées
du Canada pour relancer la production dont les pertes s’élevaient alors a 60 000 tonnes par
an (Grizel et Héral, 1991).

Depuis 1993, des mortalités récurrentes ont été constatées en périodes estivales sur
le naissain et les juvéniles (Renault et al., 1994a; Soletchnik et al., 1999). Ce phénomeéne
s’est intensifié a partir de 2008 et les mortalités ont atteint un taux de 80 a 100 % sur
certains sites (Segarra et al., 2010) mettant de nombreux professionnels en difficulté
économique. Si Uhespesvirus Os HV-1 a été identifié comme une des causes les plus
probables de ces pics de mortalités estivales (Renault et al., 1994), ’étiologie des
mortalités semble muti-factorielle et résulterait d’une interaction complexe entre le
statut physiologique de !’hote, ’environnement et un organisme pathogéne (Gagnaire et
al., 2006b). Le programme MOREST (MORtalités ESTivales de U’huitre creuse Crassostrea

gigas, 2001-2006) a permis d’identifier quatre facteurs environnementaux pouvant exercer



une influence sur les mortalités (Samain et McCombie, 2008). Le premier serait une
température de 19°C au-dessus de laquelle les risques d’apparition des mortalités sont
favorisés (limite thermique remise en question depuis 2008). A cela s’ajoute U'intensité des
pluies qui provoque un apport d’eau douce et de ses produits associés (agricoles,
domestiques, industriels) (Samain et McCombie, 2008). Ce phénomene a des conséquences
non négligeables sur les zones ostréicoles d’estuaires et de baies qui sont soumises a de
fortes pressions anthropiques (Mori, 1979; Menesguen, 1992). L’exces de nutriments peut
mener a un risque d’eutrophisation et d’efflorescence d’algues toxiques (Camargo et
Alonso, 2006; Bricker et al., 2008) modifiant la structure des peuplements de producteurs
primaires dans la colonne d’eau (Baeta et al., 2011). Les ressources trophiques de ’huitre
sont alors modifiées qualitativement et quantitativement et peuvent étre a l’origine d’un
déficit énergétique perturbant la physiologie des individus (Mori, 1979). Enfin, les
pratiques culturales sont elles-mémes soupconnées d’étre un élément de risque
supplémentaire pour les huitres qui, mises en culture a proximité du sédiment, sont
susceptibles d’étre génées par des relargages de H,S et de NH; (Soletchnik et al., 2005). Ce
phénomene représente alors un stress et peut interagir avec l’état physiologique des

bivalves (Soletchnik et al., 2006) et conduire a des mortalités additionnelles.

Parallelement a ces facteurs de mortalités bien identifiés, d’autres auteurs
incriminent des causes plus générales telles qu’un élevage monospécifique (Grizel, 1992)
ou un excés de biomasse d’huitres en élevage (Bonnet et Troadec, 1985; Héral, 1989),
renforcé aujourd’hui par le fait que !’espéce Crassostrea gigas, en raison de son caractere
invasif, prolifére depuis le milieu des années 90 entrainant la formation de bancs naturels
(Lejart, 2009). Ainsi, dans certaines baies, le stock d’huitres sauvages peut étre du méme
ordre de grandeur que celui des huitres cultivées avec une colonisation significative des
zones de production ostréicoles (Cognie et al., 2006). D’autres compétiteurs comme la
crépidule Crepidula fornicata peuvent également contribuer a une diminution des
ressources disponibles pour les huitres (Decottignies, 2006). L’ostréiculture doit aussi faire
face a des menaces plus locales, telles que des pollutions aux hydrocarbures comme celles
faisant suite a ’échouage de I’Amoco Cadiz en 1978 ou de UErika en 1999 (Bado Nilles,
2008) ou des pollutions d’origines bactériennes ponctuelles ou récurrentes (Marchand et
al., 2010). Enfin, les développements d’efflorescences (blooms) de phytoplancton toxique
sont aussi une contrainte majeure pour la production ostréicole (Lassus et al., 2004; Perez

Agundez et Mongruel, 2010).



1.3- Les moyens de prévention du risque

Dans un but de protection sanitaire et pour une meilleure connaissance de la
qualité de ’eau des zones conchylicoles et des zones de péche a pied, 'IFREMER (Institut
Francais de Recherche pour ’Exploitation de la Mer) a mis en place et développé plusieurs
réseaux et veilles sanitaires dont les suivis sont réalisés par les Laboratoires Environnement
Ressources répartis tout le long du littoral. Le réseau REMI (REseau de controle
Microbiologique) évalue la qualité microbiologique du littoral, découpé en zone, et son
adéquation avec les classements de U’administration (Direction Départementale des
Territoires et de la Mer) (Marchand et al., 2009). A cet effet, un protocole strict est établi
mentionnant trois niveaux d’alerte, avec une alerte préventive en cas de risque de
contamination telle qu’une forte pluviométrie (niveau 0). Le niveau 1 est déclenché
lorsque qu’il y a une contamination détectée (notamment en surveillance réguliére) et un
niveau 2 en cas de contamination persistante. Le dispositif prévoit alors une information
immédiate de ’administration afin qu’elle puisse prendre les mesures adaptées en terme
de protection de la santé des consommateurs et une surveillance renforcée jusqu’a la
levée du dispositif d’alerte, avec la réalisation de prélévements et d’analyses
supplémentaires (Marchand et al., 2010). Le seuil microbiologique déclenchant une
surveillance renforcée est défini pour chaque classe de qualité, classe A (= 1000
Escherichia coli /100 g de C.L.I. ; Chair et Liquide Intervalvaire), classe B (> 4 600 E. coli
/100 g de C.L.1.) et classe C (= 46 000 E. coli /100 g de C.L.l.). La levée du dispositif
d’alerte nécessite ’obtention de résultat inférieur a ces valeurs seuils (Marchand et al.,
2009). Un troisieme réseau, le réseau REPHY (REseau de surveillance PHYtoplancton et
phycotoxines) fait le suivi spatio-temporel des flores phytoplanctoniques, du contexte
hydrologique et des événements phycotoxiniques associés
(http://envlit.ifremer.fr/infos/rephy_info_toxines). Les phycotoxines représentant un
risque pour la santé humaine (Rehnstam-Holm et Hernroth, 2005) sont actuellement en
France liées a trois familles de toxines : i) toxines lipophiles incluant les diarrhéiques ou
DSP (Diarrheic Shellfish Poison) pouvant provoquer des intoxications de type diarrhéique,
ii) toxines paralysantes ou PSP (Paralytic Shellfish Poison), neurotoxines pouvant provoquer
des intoxications paralysantes graves, voire mortelles, iii) toxines amnésiantes ou ASP
(Amnesic Shellfish Poison) qui sont des neurotoxines pouvant conduire a des atteintes
neurologiques graves, voire mortelles, avec perte de mémoire (Belin et Raffin, 1998).
Enfin, le réseau ROCCH (REseau d’Observation de la Contamination Chimique) est chargé
du suivi de la concentration de trois métaux réglementés (Cd, Hg et Pb) (Marchand et al.,
2009). Deux autres réseaux viennent renforcer le dispositif de surveillance des zones

cotieres en France, le réseau REPAMO (REseau de PAthologie des MOllusques) qui a pour
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mission le suivi zoosanitaire des cheptels conchylicoles avec pour objectifs de i) suivre les
maladies a déclaration obligatoire dans un cadre réglementaire européen, ii) surveiller la
santé des mollusques marins de péche ou d’élevage, iii) étudier les mortalités anormales.
L’Observatoire Conchylicole (anciennement réseau REMORA, REseau Mollusques des
Rendements Aquacoles) est en charge du suivi de la survie et la croissance des mollusques

et de la qualité de lots cultivés de I’huitre Crassostrea gigas (www.ifremer.fr/remora).

Si les mortalités chroniques d’huitres constatées n’entrainent pas directement de
fermetures de ventes de mollusques, le dépassement des seuils cités précédemment
(microbiologie, phycotoxine, contaminants chimiques) conduit a la fermeture ponctuelle
ou au déclassement sanitaire des zones ostréicoles pouvant entrainer une suspension de la
commercialisation (Pérez Agundez et al., 2010). Ainsi en France, entre 1984 et 2003, les
interdictions administratives de vente et de ramassage des mollusques, en raison de la
présence de phycotoxines montrent une tendance cyclique et a la hausse avec un
maximum observé de 1460 jours cumulés en 1989 et de 2606 jours cumulés en 2002 (Fig.3),
soit une hausse de 56 % sur un peu plus d’une décennie (Belin, 2004). A ce constat, il faut
ajouter les déclassements et les mises en alerte de zones en raison de contaminations
bactériologiques. Ainsi, si la qualité microbiologique des zones s’améliore jusqu’en 2002,
une dégradation s’est ensuite amorcée et elle semble s’intensifier d’année en année avec
en 2008, une répartition des zones de qualité A, B, C qui est respectivement de 2 %, 92 %,
6 % (Amouroux, 2009). Cependant, la mise a disposition de données plus récentes sur
Uimpact des phénomenes d’efflorescences d’algues toxiques fait actuellement défaut.
Leurs compilations au sein d’une base de données permettraient éventuellement de
confirmer la tendance croissante observée jusqu’en 2003 et serait un outil a la disposition
des différents acteurs intéressés par la filiere conchylicole (administratifs, scientifiques et
professionnels). Le Bihan et Pardo (2010) soulignent la difficulté a évaluer les pertes
financieres subies par les ostréiculteurs en raison de la présence des blooms d’algues
toxiques, mais les principaux préjudices sont une insuffisance de trésorerie, une baisse du
chiffre d’affaire et des pertes de clients. A cela s’ajoute la détérioration de ’image du
produit vendu aupres du consommateur (Dubuisson-Quellier, 2001; Pérez Agundez et al.,
2010) et la difficulté a obtenir des indemnisations et a mettre en place un systeme

d’assurance viable (Le Bihan et Pardo, 2010).
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Figure 3. Nombre de jours de fermeture des zones de production conchylicole du littoral

francais métropolitain entre 1984 et 2003 en raison d’algues toxiques (données modifiées
de Belin, 2004).

2. Comment préserver les mollusques bivalves ?

2.1- Les techniques disponibles

Afin de commercialiser des bivalves respectant les normes sanitaires en vigueur, les
producteurs se heurtent le plus souvent aux interdictions de vente et disposent de peu de
moyens alternatifs. Face aux contaminations bactériologiques, la purification des bivalves
est le procédé imposé par la réglementation (Directive CEE 91/492) et seul l’éloignement
des zones de production de la cote, et donc des sources de contamination, a été étudié
comme autre solution (Brenner et al., 2009). La purification consiste alors a placer des
bivalves dans des bassins alimentés en eau propre pendant plusieurs heures. Les méthodes
utilisées pour diminuer les charges en bactéries sont diverses, [’eau peut étre traitée par
chlorination, par irradiation aux ultra-violets, par ozonation ou par un traitement aux
iodophores ou méme par une combinaison de deux méthodes (Boulter et al., 1999; De

Abreu Corréa et al., 2007). Si Uindicateur suivi est alors la concentration en Escherichia



coli (Réglement CEE 2073/2005), tous les agents infectieux (bactéries et virus) ne sont pas
éliminés a la méme vitesse (Rehnstam-Holm et Hernroth, 2005) et la durée de la
purification sera dépendante de l’espece de bivalve considérée et des parametres de l’eau
telles que la température, la turbidité et la salinité (Jackson et Ogburn, 2009; Love et al.,
2010).

Le traitement des bivalves contaminés par des algues toxiques fait actuellement
'objet de plusieurs études mais aucune solution fiable n’est proposée aux producteurs.
L’élimination de lorgane qui concentre la toxine (la glande digestive) est une méthode
pratiquée uniquement sur la coquille Saint-Jacques (Blanco et al., 2002a) et les procédés
utilisés par les industriels telles que la stérilisation ou la cuisson des bivalves ont permis de
réduire les concentrations en toxines mais en proportion insuffisante (Etheridge, 2010). Les
travaux menés actuellement visent a améliorer les techniques de détection des toxines
(Jackson et Ogburn, 2009; Etheridge, 2010) et a comprendre leur cinétique d’accumulation
et de purification (Mafra et al., 2010; Roder et al., 2011) a 'aide de la modélisation des
mécanismes de contamination et de décontamination (Blanco et al., 2002b; Guéguen,
2009; Lassus et al., 2007). Les méthodes de décontamination explorées ont révélé ’effet
positif de Uapport en nourriture sur Uélimination des toxines avec une cinétique
présentant deux phases, une premiere rapide puis une lente (Marcaillou et al., 2010). A
’occasion du programme COMSAUMOL (Maintien de la Commercialisation par la Sauvegarde
et la Détoxication des Mollusques, 2008-2011), différentes voies de décontamination ont
été investiguées. La décontamination de la moule (Mytilus edulis) par un apport de
microalgues fourrages a permis d’estimer une durée de 14 a 18 jours pour ramener les
concentrations en toxines sous le seuil sanitaire (Marcaillou et al., 2010). D’autres
procédés physico-chimiques utilisant des oxydants (ozones, peroxyde d’hydrogene) ou des
tensioactifs (lécithine) ont été testés et semblent prometteurs car ils pourraient ramener
le temps de décontamination a 10 jours (Haure et al., 2011). Des apports de microalgues
fourrages (Skeletonema costatum) a des huitres Crassostrea gigas pourraient permettre
une décontamination des individus en 5 jours (Haure et al., 2011). Cependant, il est
important de prendre aussi en compte les colts induits par les traitements proposés pour
que la décontamination reste économiquement supportable par les producteurs. Par
ailleurs, ce type de procédés nécessite d’isoler les bivalves du milieu naturel pour
maitriser la gestion de ’eau et de la nourriture et pour le contréle de certains parametres.
La sauvegarde a terre d’un stock de bivalves dans une structure préservée du milieu
naturel devenu momentanément insalubre, permettrait alors de détoxiquer des animaux

contaminés et d’assurer le maintien de la commercialisation (Pérez Agundez et al., 2010).



La sauvegarde des bivalves a terre peut aussi étre appliquée en conditions
émergées avec un maintien des bivalves en chambre froide a une température adéquate.
La conservation en chambre froide est une solution simple et couramment utilisée par les
conchyliculteurs afin de prolonger la durée de vie des bivalves hors de l’eau. Cependant,
cette méthode doit étre appliquée tout en maintenant la qualité du produit et en
respectant les normes sanitaires en vigueur (Réglement (CE) 2073/2005). Il est alors
nécessaire de définir une durée de conservation optimale pour une sauvegarde a une
température définie. Peu de données sont disponibles dans la littérature sur ce sujet et les
informations sur les conditions de stockage des bivalves sont rares (Bird et al., 1995 ; Boyd
et al., 1980; Cao et al, 2009 a,b; Khan et al., 2005). La sauvegarde de bivalves en
structure a terre peut aussi étre réalisée en conditions immergées et dans le contexte
d’une interdiction de prise d’eau dans le milieu naturel, la principale contrainte est alors
la limitation en eau, impliquant le confinement du stock de bivalves dans un volume d’eau
peu ou pas renouvellé. Face a ce probleme, la sauvegarde d’huitres en systéme re-circulé

est un procédé qui peut étre envisagé.

2.2- Systeme re-circule : état de ’art

La filiere piscicole

Depuis la fin des années 80, la filiere aquacole piscicole a développé des systemes
re-circulés avec pour objectif une production intensive de poissons sur des bases
économiques compétitives (Losordo et al., 1999; Timmons et Ebeling, 2007). Actuellement,
dix espéces de poissons sont produites en systeme re-circulé en Europe (Martins et al.,
2010) couvrant U’ensemble du cycle de production depuis le stockage des géniteurs,
l’écloserie, jusqu’au grossissement. Le développement de ces structures permet de faire
face a la fois a des contraintes environnementales et économiques. La limitation des
surfaces exploitables par l’aquaculture et la disponibilité en eau de plus en plus limitée
représentent des contraintes techniques identifiées en amont d’un élevage aquacole. En
aval, la maitrise des rejets en terme de pollutions biologiques, c’est a dire par exces de
matieres organiques rejetées et pertes accidentelles de poissons dans le milieu naturel,
sont aussi des motivations amenant au développement des systemes re-circulés (Martins et
al., 2010). L’utilisation de ces structures permet par ailleurs d’augmenter les densités de
poissons en élevage, de travailler en milieu controlé en limitant l’impact des pollutions et
des problemes pathologiques sur le cheptel. Cette sécurisation du stock permet alors

d’améliorer la productivité de ’élevage et d’assurer une activité économique viable
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(Martins et al., 2010). Actuellement, les études menées dans le domaine des systémes re-
circulés visent a améliorer la qualité de U’eau en développant des processus de
dénitrification pour controler les concentrations en nitrate (Grguric et al., 2000; Lee et
al., 2000; Menasveta et al., 2001; Aslan et Dahabb, 2008; Singer et al., 2008), des
techniques de concentration des boues pour [’élimination des matieres particulaires et des

traitements a ’ozone (Martins et al., 2010).

La filiere des crustacés

La filiére de ’élevage de la crevette est la seconde a s’étre intéressée au systeme
re-circulé pour faire face a de séveres pathologies depuis la fin des années 1990 qui ont
entrainé des pertes économiques estimées a plusieurs milliards de dollars (Menasveta et
al., 2001; Wang, 2003). La qualité de ’eau est alors aussi le probléme principal et les
études concernent surtout [’élimination des nitrates (Kuhn et al., 2010). Outre les élevages
de crevettes, une étude montre la faisabilité de ’élevage de ’écrevisse du genre Cherax
en systeme re-circulé avec cependant un taux de croissance inférieur a celui constaté en
élevage en extérieur (Rodriguez-Canto et al., 2002), mais l"utilisation de ces systemes ne

semble pas s’étre étendue a d’autres especes de crustacés.

Les systemes intégreés re-circulés

Dans un méme objectif d’amélioration de la qualité de l’eau et pour une
valorisation économique des rejets, des études se multiplient sur U’élevage intégré de
plusieurs especes, occupant des niveaux trophiques complémentaires (Troell et al., 2003).
Ainsi, Wang (2003) a étudié la faisabilité d’un traitement des effluents d’un élevage de
crevettes par des microalgues, elles-mémes consommeées par des bivalves. Une autre étude
associait un élevage de crevettes avec un traitement des effluents intégrant des marais
(Lin et al., 2003). Shpigel et Blaylock (1991) ont travaillé sur le traitement de rejets
d’élevages intensifs de poissons par la culture d’huitres Crassostrea gigas dans le cadre
d’un systeme intégré semi re-circulé (Shpigel et al., 1997). La faisabilité de [’association
de la production de plusieurs especes tels que ’ormeau, l’oursin et la daurade (Schuenhoff
et al., 2003) ou le tilapia et I’huitre Crassostrea gigas ont aussi fait l’objet d’une étude en
systeme semi re-circulé (Miranda et al., 2010). Les systémes intégrés apparaissent alors
comme un moyen économique de réduire 'impact environnemental des élevages en

diminuant les charges particulaires et les nutriments dissous des eaux de rejets.
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La filiere des mollusques marins

Finalement, c’est au début des années 2000 que la réflexion et les essais d’élevage
de bivalves en systeme re-circulé se développent pour différents motifs telles qu’une
sécurisation de la production vis-a-vis du milieu naturel (Buchanan et al., 1998; Wikfors et
al., 2004) ou pour une meilleure maitrise des conditions d’élevages (O'Beirn et al., 1998).
Aux Etats-Unis, la sauvegarde d’especes en voie de disparition comme la moule d’eau
douce a été a linitiative de la mise au point de systemes re-circulés pouvant couvrir
’ensemble du cycle de production avec dans certains cas des études de faisabilité allant
jusqu’a une estimation des colts (O'Beirn et al., 1998; Henley et al., 2001). A cette
occasion, les croissances et les taux de survie ont été étudiés pour différentes especes
d’Unionidés (Jones et al., 2005) avec des résultats probants sur des durées de 14 a 22
semaines (O'Beirn et al., 1998; Henley et al., 2001).

La filiere de la coquille Saint-Jacques s’est aussi intéressée a un niveau
expérimental a la mise au point de systeme re-circulé avec pour objectif le développement
d’une production commerciale permettant de diminuer la pression sur les stocks naturels
(Widman et al., 2003). Les essais portent alors sur Ueffet de différents taux de
renouvellement sur la survie de naissains de Pecten maximus (Christophersen et al., 2006)
ou sur Uefficacité de différents filtres biologiques pour l’élevage d’Argopecten irradians
irradians (Widman, 1999; Widman et al., 2003).

Le développement de nurseries de clams Mercenaria mercenaria apparait aux Etats-
Unis dans les années 2000 pour répondre a une demande croissante des consommateurs
(Pfeiffer et al., 1999) et a également été a l'origine de production en systeme re-circulé,
incluant une automatisation de la production et une recherche de gains de productivité
(Pfeiffer et Rusch, 2000).

Aux Etats-Unis toujours, Demetropoulos et Langdon (2004) ont mis au point un
élevage d’ormeaux en circuit re-circulé et en co-culture avec l’algue Palmaria mollis pour
une meilleure gestion de la productivité de chacune des deux especes et une sécurisation
de la production face aux problémes pathologiques déja rencontrés.

L’étape de purification des bivalves, mise en place lorsqu’ils sont impropres a la
consommation, peut aussi étre effectuée en systeme re-circulé (Boulter et al., 1999) avec
les mémes objectifs que dans le cas d’une production, a savoir une réduction des colts
énergétiques et des besoins en eau, une gestion des rejets d’effluents contaminés, une
maitrise des paramétres permettant une épuration optimale et une souplesse dans la
localisation géographique des structures de purification (De Abreu Corréa et al., 2007; Zhu
et al., 1999).
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La filiere des huitres

Une synthése bibliographique réalisée par Hussenot (2006) a montré que les
informations disponibles sur ’élevage de ’huitre en systéeme re-circulé restent limitées.
Les premiers essais remonteraient a 1976, au cours desquels Epifanio et Mootz (1976)
montrent la faisabilité d’un grossissement de post-larves d’huitres en systéme re-circulé
pendant 46 semaines. Une seconde étude analyse les points clefs d’un élevage d’huitres en
systeme re-circulé dans U'objectif d’une production commerciale (Thielker, 1981). Elle
présente comme particularité d’avoir intégré la production de microalgue au systeme
d’élevage. Ces travaux ont montré ’impact de la densité des huitres stockées et du taux
de renouvellement de U’eau sur la qualité de "eau recyclée. Les systémes re-circulés ont
aussi été utilisés avec succes dans le cadre de travaux de laboratoire dans un but de
conservation de bivalves en milieu confiné, avec de faibles densités et pour une durée de
22 mois (Macmillan et al., 1994) ou pour la maturation de géniteurs d’huitres Crassostrea
virginica sur 5 semaines de conditionnement (Buchanan et al., 1998) .

Finalement, ’élevage de U’huitre en systéeme re-circulé s’est limité a des études
expérimentales et a des co-cultures en systéemes intégrés (Hussenot, 2006). L’absence de
développement des systemes re-circulés adaptés a l’élevage de ’huitre provient a la fois
d’un manque d’intérét économique et de l'image d’un produit intimement liée a son
origine et a l’aspect traditionnel de sa culture en milieu naturel (Hussenot, 2006).
Cependant, U"apparition de mortalités séveres depuis 2008 et les risques croissants liés au
développement d’algues toxiques (Lassus et al., 2004; Frias et Segovia, 2010; Pérez
Agundez et al., 2010) incitent la filiere conchylicole a développer ces procédés. Depuis
peu, lintérét pour ce sujet se développe a U’exemple du projet européen REPROSEED
(2010-2014) dont un des axes est dédié a la mise au point d’élevages larvaires de bivalves
en systeme re-circulé ou encore des travaux de Frias et Segovia (2010) qui ont montré la

faisabilité de la gestion de géniteurs en systemes re-circulés.

2.3- La sauvegarde de [’huitre en systeme re-circulé : objectifs de
[’étude

Les systémes re-circulés pour mollusques bivalves, et notamment les huitres,
peuvent étre envisagés comme recours possibles aux risques en conchyliculture. Cela peut
étre le cas dans les situations d’interdiction de vente suite a l’apparition de microalgues
toxiques dans les écosystemes d’élevage naturels conchylicoles (Haure et al., 2011). Les
préjudices économiques encourus par la profession peuvent étre dramatiques si des

solutions a terre ne sont pas prises en considération pour i) sauvegarder des animaux sains
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en période d’alerte ou ii) les détoxiquer le plus rapidement en situation de crise. D’autre
part, les mortalités d’huitres juvéniles qui se font connaitre depuis ces quelques dernieres
années, amenent les acteurs de la filiere conchylicole a, entre autres solutions, introduire
des souches d’huitres en provenance de pays tiers, hors U.E. Les conditions d’observations
qu’exige la quarantaine, pourront se faire dans des bassins re-circulés avant la mise en
élevage dans le milieu naturel, pour sécuriser ’environnement. Ce type de sauvegarde doit
étre techniquement fiable mais également économiquement viable. Une étude technico-
économique en baie de Bourgneuf (Pérez Agundez et al., 2010) montre que seuls 10 % des
ostréiculteurs sont équipés d’un dispositif de stockage fonctionnant en circuit fermé et 23%
ont un matériel de traitement de !"eau tel qu’un systéeme d’aération ou un traitement UV.
Les structures actuellement utilisées pour une purification ou pour simplement un stockage
avant leur commercialisation permettent de conserver des huitres sur une durée allant de
24 heures a 2 semaines. Cette étude souligne alors que l’investissement dans une structure
de sauvegarde représente des colts additionnels plus ou moins supportables selon la taille
des entreprises et qu’un tel investissement n’est pas créateur de valeur ajoutée, mais
correspond a une sauvegarde des revenus (Pérez Agundez et al., 2010). Par ailleurs, en
plus du colt des bassins re-circulés, il peut étre nécessaire d’envisager un traitement de
’eau. En effet, lors d’une interdiction de prise d’eau pour raison sanitaire, le systeme re-
circulé choisi doit pouvoir fonctionner sans renouvellement d’eau ou avec une eau épurée
de tout agent toxique par filtration (Castaing et al., 2010). L’utilisation du systeme re-
circulé dans le cadre de la détoxification d’huitres contaminées nécessiterait aussi un
traitement des eaux de rejets pour éviter la contamination du milieu naturel dans le cas

de microalgues toxiques pouvant s’enkyster (Alexandrium sp.).

L’objectif de cette étude est de définir les conditions hydrobiologiques optimales
pour la sauvegarde d’un stock d’huitres confiné dans un volume d’eau limité pendant une
durée de 4 semaines. Cette durée a été choisie suite a l’analyse des fréquences de
fermetures de ventes constatées depuis 1984 dans le département du Finistére qui fait
partie de la région la plus touchée par les blooms de microalgues produisant des DSP
(Perez Agundez et Mongruel, 2010). Ainsi, les fermetures de ventes d’une durée inférieure
ou égale a 30 jours représentent en moyenne 61 % de ’ensemble des fermetures de ce
département (Fig. 4) et U’évolution des fermetures, outre un phénoméne qui semble
cyclique, semble montrer une fréquence croissante renforcant la nécessité de trouver une

solution de sauvegarde sur de longue durée.
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Figure 4. Fréquence des fermetures de zones de production, tous mollusques confondus
en raison de bloom d’algues toxiques sur le département du Finistere entre 1984 et 2010.
En noir : toutes fermetures quelle que soit la durée, en rouge : fermetures inférieures ou
égales a 30 jours (données personnelles et modifiées de Belin (2004)).

Au cours de la sauvegarde, les parameétres hydrobiologiques d’élevage devront étre en
accord avec les exigences physiologiques des animaux pour satisfaire les conditions
optimales de survie, de maintien du poids et de conservation de la qualité sensorielle des
produits.

Le chapitre 1 traite de la faisabilité biologique de la sauvegarde de ’huitre C. gigas en
chambre froide et en systeme re-circulé. Le choix du systeme re-circulé utilisé au cours de
cette étude y sera décrit ainsi que la gestion des parameétres hydrobiologiques.

Le chapitre 2 concerne U'effet de deux variables forcantes sur le comportement de
’huitre, le stress et la vitesse du courant. En effet, le transfert d’un stock de bivalves du
milieu naturel vers un systéeme re-circulé est réalisé sans acclimatation progressive. Le
stress subi est alors évalué par le suivi de deux indicateurs physiologiques, le taux de
filtration et la consommation d’oxygéne, et d’un indicateur biochimique, la rétention du
rouge neutre par les lysosomes. La deuxiéme partie sera consacrée a ’effet de la vitesse
du courant sur les réponses physiologiques de U’huitre. L’homogénéisation des nutriments
(phytoplancton et oxygene) dans le systeme re-circulé, le traitement de l'eau et la re-
circulation du volume d’eau, impliquent l’application d’un courant au sein du systéme. Au
cours du chapitre 3, une loi d’excrétion de |’azote ammoniacal total chez U’huitre a été

établie en fonction de la température et de la quantité de nourriture apportée afin
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d’évaluer les flux d’azote issus de leur métabolisme. L’efficacité de la nitrification
réalisée par les populations bactériennes qui se situent sur la coquille des huitres a été
prise en compte pour estimer ’évolution des quantités d’azote ammoniacal qui peut étre
préjudiciables aux bivalves. L’ensemble des résultats obtenus dans les chapitres
précédents a ensuite été synthétisé lors de [’élaboration d’un modéle simulant le
fonctionnement d’un systeme re-circulé. L’évolution de quatre variables d’état a été
analysée : U’huitre, le phytoplancton, les biodépots et les matiéres azotés dissoutes, en
fonction de différentes conditions applicables au systeme. Ce modele permettra alors
d’anticiper sur les besoins physiologiques des huitres lors d’une transposition des systémes

re-circulés a l’échelle d’une entreprise ostréicole.
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CHAPITRE 1 : Les conditions de sauvegarde
des huitres a terre






1.1- Introduction

Le maintien de la commercialisation des bivalves lors des interdictions de ventes
représente un enjeu majeur pour les producteurs (Perez Agundez et Mongruel, 2010). Or,
actuellement aucun procédé fiable pour décontaminer les mollusques n’est applicable
(Etheridge, 2010) et seules des dispositions permettant de les soustraire a toute
contamination peuvent étre envisagées. La sauvegarde a terre est une solution qui peut
étre réalisée selon deux méthodes distinctes : la sauvegarde hors d’eau et les systémes re-
circulés. La premiere méthode s’appuie sur la capacité des huitres a rester émergées tout
en conservant leur intégrité vis-a-vis de l’environnement. Le maintien de la qualité du
produit devient le probleme majeur car les produits aquatiques sont reconnus comme
étant relativement périssables (Chang et al., 1998). L’augmentation de la concentration
bactérienne dans les tissus de l’organisme est responsable de leur dégradation et de
l’évolution de leurs caractéristiques sensorielles (Aaraas et al., 2004). La concentration
bactérienne est donc le critére de qualité principal, soumis a une réglementation
européenne (Reglement (CE) 2073/2005). La température, en raison de son impact sur
l’évolution des populations bactériennes (Boyd et al., 1980), est un parametre déterminant
pour estimer la durée de conservation des bivalves hors d’eau. Les conditions et les limites
de conservation des produits marins ont davantage été étudiées sur le poisson frais et chez
certains crustacés, alors que peu de données sont disponibles sur les mollusques (Erkan,
2005). En plus d’un critere bactériologique (Khan et al., 2005; Cao et al., 2009a),
I’évolution de la qualité des bivalves peut aussi étre suivie et estimée a ’aide d’une large
gamme d’indicateurs : biochimiques (Chang et al., 1998), histologiques (Aaraas et
al.,2004) ou liés aux caractéristiques sensorielles du produit (Boyd et al., 1980; Nortvedt
et Tuene, 1998; Chytiri et al., 2004; Cao et al., 2009b). L’ostréiculteur doit se conformer a
la réglementation concernant la concentration bactérienne mais il sera aussi attentif a la
qualité générale de son produit, en terme de caractéristique organoleptique mais aussi en
terme d’aspect visuel. Les conditions de sauvegarde en chambre froide devront lui assurer
un maintien de la masse des tissus pour éviter un amaigrissement du bivalve ainsi que des
pertes d’eau intervalvaire, et enfin des mortalités réduites. Des paramétres biométriques
tels que le poids sec de chair, le poids total ou le volume d’eau intervalvaire pourraient
étre utilisés par le producteur comme indicateurs de qualité faciles a appliquer. Ainsi,
I’étude de la sauvegarde d’un stock d’huitres en chambre froide a 3°C et en atmospheére
humide controlée a permis de mettre au point un indicateur de qualité sensible, basé sur
’absence ou la présence d’eau intervalvaire. Son application, associée a d’autres
indicateurs de qualité, a permis d’estimer une durée de sauvegarde maximale permettant

le maintien de la qualité du produit. Les quelques études ayant abordé ce sujet
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mentionnent des durées de sauvegarde pour ’huitre de U’ordre de 10 a 13 jours (Bird et
al., 1995; Boyd et al., 1980; Cao et al., 2009b), ce qui rend ce procédé applicable
uniquement pour des interdictions de ventes de courtes durées. Or, l'analyse des
fréquences des fermetures de zones de production, en raison de la présence d’algues
toxiques, montre que les fermetures d’une durée de 15 jours ou moins correspondent a
une moyenne de 32 % des fermetures entre 1984 et 2003 (Belin, 2004). Par conséquent, ce
procédé de stockage en chambre froide ne représente qu’une solution partielle pour

soutenir la commercialisation.

La seconde méthode de sauvegarde a terre consiste a maintenir des huitres en
conditions immergées, de maniere durable en conservant leurs fonctions d’alimentation
avec des colits métaboliques permettant le maintien de leur masse initiale. L’utilisation du
systeme re-circulé est alors une alternative qui permet une gestion de U’ensemble des
parametres critiques tels que la température, la nourriture, les matiéres en suspension ou
les gaz dissous (Frias et Segovia, 2010). Par ailleurs, cette technique a été mise au point et
adaptée a diverses especes marines (Pfeiffer et Rusch, 2000; Menasveta et al., 2001;
Christophersen et al., 2006; Martins et al., 2010), alors que peu d’informations sont
disponibles concernant les bivalves (Hussenot, 2006). D’un point de vue de la qualité du
bivalve, si le seuil bactérien réglementaire reste le méme que dans le cas du stockage hors
d’eau, le confinement dans un systéeme re-circulé peut induire des modifications de la
qualité de la chair, comme cela a été demontré chez le poisson lorsqu’il est soumis a des
conditions d’élevage et des régimes alimentaires différents (Grigorakis, 2007; Cardinal et
al., 2011). De méme, la qualité sensorielle de !’huitre pourrait évoluer (Pennarun et al.,
2003) pendant la sauvegarde et le produit proposé au consommateur pourrait présenter
des caractéristiques sensorielles différentes de celles attendues (Ratel et al., 2007).
L’aspect économique de l’utilisation d’un systéme re-circulé est aussi a prendre en compte
en terme d’investissement et de colt de fonctionnement (Perez Agundez et Mongruel,
2010), la structure méme du systéeme doit alors étre simple pour étre un procédé
économiquement supportable par le producteur. Enfin, la filiere du poisson dispose d’une
expérience de plusieurs décennies dans le domaine du systeme re-circulé (Timmons et
Ebeling, 2007; Martins et al., 2010), mais toutes les techniques ne peuvent pas étre
transférées directement a la sauvegarde des huitres en raison d’un comportement
différents des animaux. La prise en compte de ces différences et ’objectif d’un maintien
de la qualité des huitres et non d’un grossissement ont été les lignes de conduites suivies
lors de cette étude qui a permis de définir les conditions hydrobiologiques optimales pour

la sauvegarde de ’huitre C.gigas en systéme re-circulé.
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1.2- Stockage de |’huitre Pacifique Crassostrea gigas hors d’eau a
basse température: biométrie, eau intervalvaire et évaluation

sensorielle

Ces travaux ont fait l’objet d’une publication acceptée en mai 2011 et parue dans le
journal « International Journal of Food Science and Technology, » et ils sont présentés en

pages suivantes.

International Journal of Food Science and Technology 2011, 46, 1775-1782
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1.2.1- Abstract

Due to the important economic activity of oyster production in France, microalgal
toxic events represent a significant constraint for shellfish farmers who face closures of
bivalve production-sites. The frequency of closures of 3 weeks or less represents half of
the total closures along the French coasts. Cold-storage could be a simple and affordable
solution for temporary and short-term storage before commercialisation. A stock of
marketable Pacific oyster Crassostrea gigas was therefore stored during 22 days in non-
immersed conditions at 3°C with 100% humidity. At the end of the experiment, the oyster
mortality rate remained at a low level of less than 3.5 %. The sensory attributes, odour,
appearance, texture and flavour, did not show significant variations. However, the oyster
total weight and fresh flesh weight exhibited losses of 10.5 % and a 16.6 % after 15 days of
storage. At the same time, intervalval water showed a decrease in quality with 20 % of the
samples characterized by an absence of intervalval water with a flesh more or less moist.
These results suggested that the cold-storage represents a partial solution to sustain the

commercialisation of bivalves during closures of 15 days.

1.2.2- Introduction

The value of mollusc production in France is over 350 million euros for an average
yield of 188,000 tons, mainly Pacific oyster Crassostrea gigas and blue mussel Mytilus
edulis (FAO, 2009). This economic activity is hindered however by water-quality crises
resulting in toxic algal blooms that contaminate bivalves by ingestion of microalgae. These
events can be observed all along the French coast, from Northern Brittany with summer
episodes of Alexandrium minutum to the Mediterranean in the Thau lagoon with autumn
episodes of A. catenella (Lassus et al., 2004). In 1998, an A. tamarense bloom appeared in
the Thau lagoon which led to the closure of fishing, collecting and forwarding of shellfish
during two months (Abadie et al., 1999). Shellfish farmers are thus subjected to significant
constraints due to legislation prohibiting sales during toxic algal blooms, and must also
face consumer mistrust of bivalves (Shumway, 1990). During periods of toxic events, cold-
storage could be a simple and affordable solution for temporary and short-term storage
before commercialisation. Very few relevant studies have been carried out and information
about storage conditions is scarce (Bird et al., 1995; Cao et al., 2009a). Although
refrigeration has already been shown to extend shelf-life, variability among species and
storage conditions has also been observed. Pacific oyster Crassostrea gigas survived for up
to 14 days at 5°C, while the survival life of Sydney rock oyster, Saccostrea commercialis
was shorter (Bird et al., 1995). In addition to survival, a major issue in storage techniques

is the variation in bivalve quality.
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A wide range of parameters has been used in the literature to assess bivalve quality (Khan
et al., 2005). Chemical parameters often used for fish have been applied to bivalves.
Among them, the quantification of total volatile basic nitrogen (Cao et al., 2009b; Goulas
et al., 2005), results from the degradation of nitrogenous compounds by microbial activity
(Ruiz-Capillas et Moral, 2005) or post-mortem nucleotide catabolism. This parameter
results from different breakdown products of adenosine triphosphate (Chang et al., 1998).
The pH variations are commonly measured for oyster (Cao et al., 2009b) and fish (Tejada
et Huidobro, 2002) to describe microbiological spoilage. Additional techniques have been
used to evaluate end-product quality. Histological analyses are performed to observe
tissue modifications, particularly pronounced in the digestive system (Aaraas et al., 2004),
while bacteriological analysis provides information on the growth of the bacterial spoilage
population. The speed of tissue degradation can be assessed (Cao et al., 2009b) and the
analysis of the bacterial composition reveals the dominance of Gram negative bacteria like
Vibrionaceae and Enterobacteriaceae (Cao et al., 2009b). Spoilage bacteria and tissue
degradation are strongly correlated with flavour changes (Boyd et al., 1980; Gram et Huss,
1996; Aaraas et al., 2004) and end-product quality can be evaluated through sensory
assessment to determine the maximum storage time compatible with food safety for
consumers. Sensory assessment is a time-consuming procedure which requires the
mobilisation of trained panellists (Chang et al., 1998) but is considered by some authors as
the most accurate quality predictor (Khan et al., 2005). Usually two to three sensory
criteria are assessed, such as appearance and odour (Aaraas et al., 2004), but flavour and
texture have also been evaluated (Boyd et al., 1980). Until now, biometric measurements
have never been used to assess bivalve quality in the context of cold-storage. Total and
dry weights are, however, common variables dealing with somatic and gonadic variations
(Haure et al., 1998; Méléder et al., 2001). Simple to obtain, they could be used in addition
to other parameters to assess the efficiency of a storage process (Orban et al., 2002).
Intervalval water can also be used (Orban et al., 2002) as a simple tool to describe the
physiological status of the bivalve. The loss of intervalval fluid induces flesh dryness and
the concentration of excreted metabolites (Pekkarinen, 1997; Datta et al., 2005) and can
give information about adductor muscle vitality (Fleury et al., 2005).

The objective of this study is to evaluate the effects of storage on the commercial bivalve
Crassostrea gigas in a cold-room with controlled humidity and temperature and to assess
its shelf-life. Biometric measurements, an estimation of intervalval water, bacterial
measurements and sensory assessment have all been used to monitor the variations in

bivalve quality during storage.
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1.2.3- Material and methods

This experiment took place in May-June 2008, when algal toxic bloom episodes
occur most frequently on European coasts, with subsequent restrictions on shellfish sales
(Belin, 2004). The frequency of bivalve production-sites closures for 3 weeks or less
represents half of the total closures along the French coasts and it was therefore decided
to test the storage process during 22 days. A marketable oyster stock Crassostrea gigas
(104 kg total weight, n=1418 with a mean total individual weight: 73.33 + (5.D.) 7.84 g,
n=40) with a Lawrence and Scott Index of 50.71 + (5.D.) 3.72, n=40 (Lawrence et Scott,
1982) which corresponds to: 1000 X (flesh dry weight) / (total weight - shell weight) was
collected from Bourgneuf Bay on the French Atlantic coast (46-47°N, 1-2°W) and placed in
a cold-room at 3°C and 100% humidity in non-immersed conditions. All the individuals were
arranged in bulk (15 kg per sieve). The 100 % humidity was maintained in the cold room
with an atomiser humidifier (Herrmidifier, Fedders, North America) controlled by a
humidistat. This installation broke down the water droplets into a fine mist and atomised
the moisture into the air. According to the literature, marine organisms are usually stored
at a temperature ranging between 1 and 5°C, so an intermediate temperature of 3°C was
chosen for this study.

For each sampling day (0, 4, 8, 11, 15 and 22), forty bivalves (a total of 240 individuals)
have been removed from the cold-room and sacrificed in order to measure the intervalval
water and the biometric parameters (dry, fresh and total weight). Another 320 individuals

have been removed for the sensory assessments, which were carried out on the same date.

Biometry and mortality

Oysters were randomly sampled (n=40) for each sampling day. For each individual,
the total weight and the fresh flesh weight after draining on absorbent paper (30 seconds)
were measured on a Mettler Toledo balance. After 48 hours of freezing at -20°C, the flesh
were lyophilised (CHRIST Alpha 1/6) at -54°C for 48 hours and then weighed to determine
the dry weight. The mortality quantification was carried out after 22 days, at the end of
the experiment, and expressed as the percentage of dead oysters relative to the initial

number.

Intervalval water

A qualitative Intervalval Water Index (IWI), based on visual observation of the
bivalves, was established according to a qualitative scale with three levels:

Level 0: intervalval water present, flesh correctly moist
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Level 1: absence of intervalval water, flesh still moist
Level 2: absence of intervalval water, dry flesh
For each sample of 40 oysters taken from the cold-room, the proportion of individuals

presenting the above-mentioned characteristics was established.

Sensory assessment

Sensory characteristics of oysters were assessed by 8 panellists belonging to the
trained sensory panel of IFREMER (French Research Institute for Exploitation of the Sea). A
conventional descriptive analysis based on ISO standard norm 13299 (2003) was performed.
Panellists were required to score the intensity of each characteristic describing odour,
appearance, texture and flavour using an unstructured scale ranging from 0 to 10. These
descriptors, chosen in a previous study on oysters (Cardinal et al., 2000), are described in
Table 1. Sensory sessions were organised throughout the storage period and samplings took
place for every 4 days. The availability of the assessors for the sensory assessment led to a

final sampling after 7 days (i.e. day 15 then day 22).

Tableau 1. Description of the attributes used for the sensory assessment

Attribute Description

Odour global intensity; seaweed; mud

water and flesh quantity in the shell; green

Appearance colour of gills

Texture crunchy; fleshy; humidity

global intensity; seaweed; iodized; salty;
Flavour sweetened; hazelnut taste; astringency; back
bitter taste

Oysters were opened one hour before the test and the first water was removed from the
shell. Each panellist received three oysters taken from the cold-room and coded by a
three-digit number. The order of evaluation of the samples varied from one assessor to
another. The tests were carried out in individual partitioned booths as described in 1SO
norm 8589 (1988) and equipped with a computerised system to collect and analyse the

data (Fizz, Biosystem, Couternon, France).
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Microbiological analysis

Microbiological analysis was carried out by the National Reference Laboratory of
Shellfish Microbiology, in IFREMER Nantes, France. Quantification of Escherichia coli was
performed by BacEval software (Sy-Lab, Neupurkersdorf, Austria) on samples collected on
the last day of the experiment. A bacterial suspension with a 1/10 dilution was prepared
from the flesh and the intervalval water of 10 individuals. Analyses were achieved using
the direct impedancemetry technique with a BacTrac 4300 analyser (Sy-Lab,
Neupurkersdorf, Austria). The protocol followed the French Norm (NF V 08-106) based on

the measurement of impedance variation at 44°C during cycles of 5 minutes.

Statistical analysis

Statgraphics Plus Centurion XV.l software (Sigma Plus, Paris, France) was used to
check the normality and heteroscedasticity of data distributions and for subsequent
statistical analysis. A one-way ANOVA was performed to analyse the significant differences
among each biometric variable (fresh, dry and total weight) and sensory attributes during
the storage process. The a posteriori test of Dunnett was used to test each mean against
the mean at day 0 taken as the control (Zar, 2010). The significant statistical level was set
at p < 0.05.

1.2.4- Results

Mortality and biometric parameters

The oyster mortality rate remained at a low level, with less than 3.5 % mortality
after 22 days of cold-storage in non-immersed conditions. During the 22 days of the
experiment, the fresh flesh weight and the total weight showed a significant difference
between samples (Fig. 5) (one way ANOVA, p<0.05) while no significant difference has
been observed for the dry flesh weight (one way ANOVA, p=0.66). The total weight
presented a significant decrease at day 15 compared to the control (Dunnett-test p<0.001)
which corresponds to a 10.5 % weight loss. However, the decrease in the fresh flesh weight
has been observed earlier, at day 8 (Dunnett-test, p<0.05) with a 16.6 % loss, thus
exhibiting a variation, not synchronized with the total weight. The dry flesh weight was

the most stable biometric parameter throughout the experiment.
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Intervalval water index (IWI)

A deterioration in quality appeared after 15 days of cold-storage (Fig. 6) when 5 %
of the samples showed an absence of intervalval water with a flesh still moist, while 15 %
was identified by the last IWI level, characterised by an absence of intervalval water and a
dry flesh. This indicated a loss of water due to an alteration in the adductor muscle
strength needed to keep the two mollusc valves firmly closed. A Pearson correlation
showed that IWI (level 0) was significantly correlated with the total weight (r=0.92,
p<0.05).

100% - . .
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c

§e] .

5 B Absence of intervalval water,
= 60% dry flesh

% O Absence of intervalval water,
> flesh still moist

c 40% A

o O Intervalval water present,
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Figure 6. Variations in intervalval water index in oysters stored in a cold-room for 22
days. For each date, n= 40.

Microbiological analysis

The enumeration of bacteria involved in faecal contamination was done as required
by European law ((CE) N°2073/2005) in order to ensure consumer safety. An examination
of impedance curves (not presented) correlated with detection times showed that
concentrations of Escherichia coli remained well bellow the acceptability limit with 130 E.
coli in 100 g flesh and intervalval water, and indicated an absence of faecal contamination

after 22 days of storage.
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Sensory assessment

According to the statistical analyses, all the attributes were stable during the 22
days of the experiment with no significant difference between the first day and day 0
taken as a control (ANOVA, p>0.05) (Fig. 7). The odour of mud was the only attribute
showing an increasing trend though this was not significant. The oyster flavour, odour,
texture and appearance did not show significant variations after 22 days of cold-storage at
3°C and 100 % humidity.
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Chapitre 1 : Les conditions de sauvegarde
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1.2.5- Discussion

Oyster survival

The mortality observed in this study was low and does not represent a critical issue
for the storage process. Bird et al. (1995) observed 14 % of oysters gaping or dead after 11
days and 75 % after 15 days of storage at 5°C while Aaraas et al. (2004) observed a 6%
mortality after three weeks of cold-storage at 5°C. A lower mortality of 3.5 % was
observed in this study after three weeks of cold-storage. The storage conditions seem to
have a major influence and could explain the high mortality rate observed by Bird et al.
(1995). They kept the oysters in covered plastic bins while Aaraas et al. (2004) worked
with oysters packed in polystyrene boxes with holes for drainage and aeration and the
humidity was retained by moistened wood wool. In our study, the use of sieves to store the
oysters avoided a stuffy environment and a humidity of 100 % was continuously applied.
Consequently, more homogeneous conditions of temperature and humidity were regularly
maintained. These conditions probably contributed to the low mortality rate recorded in

this study.

Evaluation of the quality estimators

During the cold-storage, the oysters lost water and the fresh flesh was the first
variable involved. After 8 days, the fresh flesh weight showed a decrease which can be
explained by a transfer of the water from the flesh into the intervalval water, a
phenomenon which did not affect the total weight (Fig. 5A - day 8). This step was followed
by a subsequent loss of this intervalval water after 15 days (IWI results), with a
concomitant significant decrease in the total weight. The dry weight measurement did not
show significant variations during the experiment. This parameter presents a dynamics
different from the fresh and the total weight because it does not take into account the
intervalval water. The decrease of 10.5 % of the total weight versus the control represents
a potential loss of income harmful to the shellfish producer if the cold-stored oyster stock
is to be sold right after the storage process.

IWI is an index based on visual observations and can be considered as a simple tool to
evaluate intervalval water conservation. In fact, an oyster that presents a health problem
tends to keep its adductor relaxed (Poulet et al., 2003), leaving its valves open which

results in the intervalval water leaking out. Several authors have suggested that this
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mechanical response of the adductor muscle may be a useful indicator of the health status
of the mollusc (Millman, 1967; Morrison, 1996).

The oyster sensory assessment was not a limiting factor for this storage process and none
of the attributes was significantly influenced by a cold-storage of 22 days (ANOVA, p>0.05).
However, this result does not support the observations of Boyd et al. (1980) who found
that flavour was the discriminating parameter after 13 days of cold-storage regarding only
three global attributes, flavour, odour and texture, for Crassostrea gigas. Other authors
assessed the overall attribute with a global score (Cao et al., 2009b) and only four
attributes (odour, body colour, fluid and texture) and limited the cold-storage to 11 days
at 5°C. This study, based on a more detailed sensory analysis, has shown that a longer
storage at 3°C does not modify the sensory evolution of the oyster C. gigas. This result
represents a real asset for the producer who is assured of marketing a product with the

same taste as the product placed in the cold-room 22 days earlier.

Microbiological analysis

The bacterial concentration measured in the oyster flesh and in the intervalval
water after 22 days of storage was below the European threshold (230 MPN of Escherichia
coli for 100 g of wet flesh and intervalval water) ensuring the safety of the consumer. E.
coli is part of the Enterobacteriaceae family and some strains of this family are capable of
producing a putrid odour (Gennari et al., 1999). However, according to Boyd et al. (1980),
it appears unlikely that faecal coliforms multiply in live shellstock at 11°C or lower while
authors confirmed that at 5°C the Enterobacteriaceae proportion represented 1 % of the
microbial flora whereas at 0°C, Enterobacteriaceae growth was completely inhibited (Cao
et al., 2009b). Consequently, our results are in accordance with these previous findings. At
the same time, the bacterial population present in raw oyster also consists of 22 %
Pseudomonas and 20 % Vibrionaceae species (Cao et al., 2009b) and Pseudomonas and
Shewanella are known to be involved in the spoilage of shellfish (Cao et al., 2009b) and
fish products (Gennari et al., 1999; Gram, Huss, 1996). The link between bacterial activity
and the evolution of sensory attributes has already been demonstrated (Aaraas et al.,
2004; Boyd et al., 1980) even if some authors have suggested that bacterial analysis should
be carried out in conjunction with sensory assessment (Boyd et al., 1980; Khan et al.,
2005). In the present study, the health threshold imposed by the European legislation for

marketing was not exceeded and concerned only an E. coli quantification.
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Shelf-life in cold-storage conditions

Among the authors who have worked on cold-storage with C. gigas, Boyd et al.
(1980) observed that it was possible to maintain a high quality shelf-life for 13 days at 2-
3°C with flavour as the limiting parameter. Cao et al. (2009b) reported a shorter shelf-life
at 5°C according to the parameters considered: 10 days with a microbiological threshold of
10’ CFU/g or 11 days considering the sensory assessment total score. For Bird et al. (1995),
the high mortality limited the experimentation to 11 days. In the context of this study, the
need to find simple parameters was important for shellfish farmers in order to enable them
to assess shellfish product quality easily. Aaraas et al. (2004) have already advanced this
argument but no study had previously tested biometric parameters to assess variations in
bivalve quality. Regarding our results, the evolution of the Intervalval Water Index and the
total weight indicate a threshold of 15 days of cold-storage. These two parameters are
correlated and seem rather sensitive so could be reliable for assessing oyster quality while
remaining simple for the shellfish producer to apply.
The loss of intervalval water could slightly modify the final aspect of the marketed
product, which remain however fit for consumption. Indeed, the conservation of the
sensory characteristics of the oysters, supported by an acceptable bacterial level,
indicates that cold storage at 3°C for 15 days did not alter the shelf-life of the bivalves
and remains an interesting and low-cost process for short-term storage. The sensory
attributes and bacterial level remained also acceptable at the end of the experiment,
after 22 days. Nevertheless, we suggest that the cold-storage process should not be

extended beyond 15 days considering all estimators of oyster quality.

Cold-storage for the oyster industry

The technical feasibility of such a process must also be supported by an economic
interest and the storage time should cover the periods when sales are prohibited. An
analysis of the frequency of bivalve production-site closures recorded on French coasts
between 1984 and 2003 (Belin, 2004) (Fig. 8) reveals that there were closures lasting 15
days or less every year, except for 1994, and this can represent up to 50 % of the total
closures, as was the case for the year 1986. The analysis also gave 32 % as an average of
the closure of the production-sites during these 20 years. The cold-storage process
proposed in this study therefore represents a partial solution to sustain the

commercialisation of bivalves during these periods.
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Figure 8. Frequency of bivalve production-site closures following toxic algal bloom on the
French coasts between 1984 and 2003 (modified from Belin, 2004).

Outside the critical period, the potential investment in a cold-room can also be exploited
as a storage space for oysters and other species for direct commercialisation but the
economic considerations must be taken into account to analyse its profitability. Indeed, an
economic comparison of cold-storage with other processes, such as re-circulating systems
(Buchanan et al., 1998), must be carried out in order to provide information to shellfish
producers to help them choose the system that corresponds best to their technical and

economic capacities.
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1.3- Les conditions de sauvegarde de [’huitre en systeme re-circulé

1.3.1- Introduction

Le maintien de la commercialisation des bivalves lors des interdictions de
ventes représente un enjeu majeur pour les producteurs (Perez Agundez et Mongruel,
2010). Or, actuellement aucun procédé fiable pour décontaminer les mollusques n’est
applicable (Etheridge, 2010) et seules des dispositions permettant de les soustraire aux
sources de contamination en période d’alerte peuvent étre envisagées. La sauvegarde a
terre est une solution qui peut étre réalisée selon deux méthodes distinctes: la
sauvegarde hors d’eau et les systemes re-circulés. La premiere méthode a permis
d’estimer une durée de sauvegarde maximale permettant le maintien la qualité du produit
pendant 15 jours, ce qui rend ce procédé applicable uniquement pour des fermetures de
ventes de courtes durées et ne représente alors qu’une solution partielle pour soutenir la
commercialisation. La seconde méthode de sauvegarde a terre consiste a maintenir des
huitres en systeme re-circulé avec une gestion de l’ensemble des parametres importants
tels que la température, la nourriture, les matiéres en suspension ou les gaz dissous (Frias
et Segovia, 2010). Le choix du matériel et la simplicité de ’organisation du systéme re-
circulé sont deux paramétres qui ont été favorisés afin que ce procédé soit peut colteux
et donc supportable économiquement. L’organisation des différents éléments du systeme
est inspirée des systémes re-circulés existant dans le domaine piscicole. Les dimensions
choisies ont été retenues pour une utilisation expérimentale du systeme re-circulé. Ce
choix a permis un meilleur controle possible et une analyse fine des processus

d’oxygénation, de nutrition et de gestion de la qualité de ’eau.

1.3.2- Bilan des connaissances sur les systemes re-circulés appliqués

aux mollusques bivalves

L’isolement du systéme re-circulé vis-a-vis du milieu extérieur a permis de gérer et
de stabiliser le mieux possible la température pour ainsi maitriser au mieux les colts
énergétiques (Epifanio et Mootz, 1976; Macmillan et al., 1994; O'Beirn et al., 1998; Wikfors
et al., 2004). Par ailleurs, travailler en salle obscure a permis aussi de limiter la lumiere
qui favoriserait une croissance non controlée du phytoplancton apporté comme nourriture
dans le systeme. Seuls les systemes re-circulés intégrant la culture d’algue ont cherché a

tirer avantage de la lumiére naturelle (Henley et al., 2001).
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1.3.2.1. Le dispositif expérimental
Le bac de stockage

L’expérience acquise par la filiere du poisson dans le domaine du systeme re-circulé
est importante mais toutes les techniques ne peuvent pas étre transférées directement a
la sauvegarde des huitres en raison d’un comportement différents des animaux. Ainsi, le
choix du type de bac de stockage n’a pas été dicté par les mémes contraintes. Pour le
grossissement de poissons en systéme re-circulé, le besoin de travailler avec un volume
d’eau le plus homogene possible et le fait de pouvoir éliminer les matiéres particulaires a
’aide d’un courant ramenant les particules au centre du bac, a favorisé le développement
des bacs de forme cylindro-conique et de grande taille (Losordo et al., 1999; Summerfelt,
2007). Les études sur le maintien ou le grossissement de bivalves en systeme re-circulé ont
été réalisées avec des bacs de type « raceway » (ayant la forme d’un couloir)(Buchanan et
al., 1998; Macmillan et al., 1994; O'Beirn et al., 1998; Thielker, 1981), construits le plus
souvent en fibre de verre (Macmillan et al., 1994). Par ailleurs, les bassins de type
« raceway » sont mieux adaptés pour recevoir des clayettes ou « mannes » de forme
rectangulaire qui sont largement utilisées par les professionnels. Les études
précédemment menées sur les bivalves en systéme re-circulé ont été réalisées dans des
volumes de stockage allant de 145 | (Henley et al., 2001) a 2100 | (Mann et Ryther, 1977)
avec une majorité des études travaillant avec des bacs de 400 | (Buchanan et al., 1998;
Macmillan et al., 1994; Thielker, 1981).
En ce qui concerne la charge (masse d’huitres par volume d’eau), le calcul de la biomasse
chez le poisson correspond principalement a la chair alors que chez des huitres de taille
commerciale, la chair représente moins de 10 % du poids total frais. Si seule la capacité de
stockage est considérée, les charges utilisées dans cette étude restent néanmoins
comparables a celles pratiquées par la filiere du poisson. Dans la littérature, les charges
décrites ont été estimées pour certaines a environ 40 kg.m™, pour de la coquille Saint-
Jacques (Buchanan et al., 1998). Les autres auteurs ont travaillé avec de faibles charges,
inférieures a 1 kg.m™ (Macmillan et al., 1994), ou de U'ordre de 14 kg.m? (Frias et
Segovia,(2010) ou bien celles-ci ne sont pas précisées. Ainsi, Mann et Ryther (1977) ont
analysé U'effet de différentes densités (nombre d’individus par clayettes) sur la croissance
d’huitres mais sans indiquer les charges. D’un point de vue général, le caractére
expérimental de beaucoup d’études n’a pas incité les auteurs a tester des charges

importantes (Epifanio et Mootz, 1976; Buchanan et al., 1998).
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Le traitement de [’eau

Dans tout systéme re-circulé, le maintien de la qualité chimique et biologique de
Ueau est primordial (Wikfors et al., 2004). En cas de qualité insuffisante, le poisson
montrera des signes de stress ou de pathologie laissant le temps au pisciculteur de réagir
pour résoudre le probléeme avant de constater la mort de U’animal. Avec Uhuitre, le
manque de réaction immédiate et son caractere sessile rendent pratiquement impossible
une détection précoce d’un probleme lié a la qualité de ’eau ou a une pathologie et seule
la mort constatée de ’individu est un indicateur d’une mauvaise conduite d’élevage, mais
trop tardif. Ainsi la qualité de ’eau est également une préoccupation majeure pour la
sauvegarde de U’huitre en systéme re-circulé. Chez le poisson, les particules solides,
constituées des feces, des bioflocs (bactéries vivantes et mortes) et de la nourriture non
consommée (Summerfelt et Vinci, 2007), doivent impérativement étre éliminées du
systéme car leur décomposition est consommatrice d’oxygene et productrice d’une grande
quantité d’azote ammoniacal (Losordo et al., 1999). En effet, l’aliment distribué chez le
poisson est riche en protéine (environ 45 %) (Blancheton, 2000) et dans ce cas, ’utilisation
des bacs cylindro-coniques facilite |’élimination des particules en les concentrant en son
centre pour y étre prélevées. L’eau chargée est ensuite épurée des particules par un filtre
a sable, un filtre a tambour ou un collecteur de particules plus ou moins sophistiqué avant
d’étre réinjectée dans le bassin (Losordo et al., 1999; Summerfelt et Vinci, 2007). Chez les
bivalves, U'utilisation de bac de type «raceway » et la présence des clayettes dans la
structure limitent le transport des particules en suspension et leur élimination par l’eau
d’évacuation. L’élimination des biodépots, des bioflocs et de la nourriture non consommée
du systeme n’a encore fait U'objet d’aucune étude et la solution choisie reste
’accumulation en fond de bac puis le retrait par siphonage a |‘occasion d’une rotation du
stock de bivalves ou lorsque les quantités sont jugées trop importantes (Macmillan et al.,
1994).

Parmi les éléments qui influent sur la qualité de U’eau, ’excés d’azote sous forme
dissoute peut étre problématique. Il provient majoritairement de U’excrétion azotée des
huitres ou des poissons, mais aussi de la dégradation des biodépots et du phytoplancton
non consommé (Timmons et Ebeling, 2007). Une large gamme de biofiltres ont été mis au
point avec pour objectif Uoptimisation de la surface spécifique colonisable par la
population bactérienne assurant la nitrification des matieres azotées (Sandu et al., 2002;
Malone et Pfeiffer, 2006; Timmons et Ebeling, 2007). Les populations bactériennes,
hétérotrophes et autotrophes (Gregory et al., 2010), la cinétique du processus de
nitrification et les facteurs Uinfluencant ont été étudiés de maniere approfondie (Zhu et
Chen, 2001; 2002; Chen et al., 2006; Michaud et al., 2006) afin d’optimiser |’efficacité des

biofiltres. Cependant, ils ont été mis au point pour ’élevage des poissons et leur
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application aux bivalves présente un inconvénient lié au type de nourriture apporté. Ainsi,
Wikfors et al.(2004) et Hussenot (2006) soulignent le risque de piégeage du phytoplancton
dans le filtre biologique et Widman et al.(2003) insistent sur 'importance de ce paramétre
dans le choix du biofiltre. Parmi les auteurs ayant travaillé avec des bivalves en systéeme
re-circulé, seul Thielker (1981) a alterné phases de nourrissage et de traitement de l’eau
pour palier ce probleme, les autres auteurs ont inclus un filtre biologique sans prendre en
compte cette contrainte.

Enfin, la qualité de ’eau dépend également du controle des micro-oragnismes tels
que les bactéries et virus, qui en cas de forte concentration peuvent étre de grands
consommateurs d‘oxygene (Blancheton, 2000). Pour limiter leur développement, deux
méthodes sont appliquées en aquaculture, le traitement de ’eau par ozonation ou par
irradiation aux ultra-violets (UV) (Summerfelt et al., 2009). A une concentration donnée et
pour un temps de contact déterminé, l’ozone dissous et ses résidus tuent les micro-
organismes en perturbant U'intégrité des membranes des bactéries et des virus (Liltved et
Summerfelt, 2007). Les UV utilisés sont des UV-C qui détruisent les micro-organismes en
altérant leur acide nucléique et en bloquant la réplication de leur ADN (Liltved et
Summerfelt, 2007). De nombreuses études ont été réalisées pour déterminer les conditions
optimales d’utilisation de ces deux techniques qui peuvent étre utilisées en association sur
un méme systéeme (Sharrer et Summerfelt, 2007; Summerfelt et al., 2009; Wietz et al.,
2009). Chaque systeme présente des avantages et des inconvénients spécifiques (Mamane
et al., 2010). L’ozone oxyde les molécules organiques améliorant la qualité de l’eau et
présente un taux de réaction rapide mais il a la caractéristique de produire des sous-
produits nocifs pour les organismes aquatiques, tels que des bromines et des bromates
(Sharrer et Summerfelt, 2007). Ce procédé a aussi l’inconvénient d’étre assez onéreux
(Summerfelt, 2003). Le traitement UV ne produit pas de résidu et son action a été
démontrée sur un certain nombre de protistes mais sa perte d’efficacité lorsque la
turbidité est trop importante reste son principal inconvénient (Mamane et al., 2010;
Summerfelt et al., 2009). Le procédé utilisé majoritairement en systéeme re-circulé pour
bivalves est le traitement UV (Epifanio et Mootz, 1976; Macmillan et al., 1994; Buchanan

et al., 1998; O'Beirn et al., 1998), et cette solution a été retenue dans ce travail.

Organisation des éléments du systéme re-circulé

Le principe du systéme re-circulé utilisé dans cette étude se rapproche de celui
décrit par Henley et al.(2001) qui ont mis au point un systéeme pour des volumes de 145 a
350 |, avec une oxygénation renforcée par ’addition de pierres et une indépendance du

bac contenant les bivalves vis-a-vis de celui collectant ’eau de retour, avec 'air-lift (Fig.
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19 A). Christophersen et al.(2006) ont proposé un systéme similaire pour de ’élevage de

juvéniles de Pecten maximus dans un volume de 2500 | (Fig. 19 B).
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Recirculated water
e

Outflow
Recirculating
} Tank volume 25001 by airlift L
—

3im

Im

Figure 9. Exemples de systémes re-circulés pour bivalves. A : Vue schématique du systéme
re-circulé utilisé par Henley et al. (2001) pour la conservation de moules d’eau douce
(Unionidae). B : Vue schématique du systeme re-circulé proposé par Christophersen et
al.(2006) pour ’élevage de larves de coquilles Saint-Jacques (Pecten maximus).

1.3.2.2. Les parametres hydrobiologiques

Les conditions de sauvegarde sont étroitement liées aux parametres
hydrobiologiques appliqués aux bivalves. La nourriture (phytoplancton) et la température
sont les deux variables a optimiser pour gérer au mieux la conservation du poids des
individus (Mann et Ryther, 1977). D’autres parameétres doivent étre maintenus a des seuils

non limitant, telles que la concentration en oxygene et la vitesse du courant.

La nourriture

Si les bivalves se différencient des poissons par leur comportement sessile, leur
alimentation est aussi un point de différence important. Les méthodes pratiquées dans les
études décrites sont diverses. Certains auteurs ont tenté de coupler la culture de

phytoplancton au systéme re-circulé (Thielker, 1981; Henley et al., 2001) en utilisant les
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eaux de rejets riches en azote et en phosphore comme milieu de culture (Mann et Ryther,
1977). D’autres auteurs ont apporté du phytoplancton sous forme de pates d’algues
(Buchanan et al., 1998) ou d’algues séchées (Macmillan et al., 1994) provenant d’une
culture indépendante (O'Beirn et al., 1998) réalisée en intérieur (Epifanio et Mootz, 1976)
ou en extérieur (Mann et Ryther, 1977). Certains ont proposé une automatisation de la
distribution du phytoplancton aux bivalves, qui est apportée soit de maniere séquencée
(Thielker, 1981; Henley et al., 2001) soit en continu. Cependant, si le succeés du systéme
re-circulé passe par une gestion précise de la qualité de 'eau et des bivalves, il est aussi
impératif de maitriser la production de microalgues toute l’année avec des concentrations
réguliéres (Hussenot, 2006). Or, la production de phytoplancton est un poste qui
représente une part importante du colt de production (Christophersen et al., 2006) et un
temps de main d’ceuvre non négligeable. Les especes de microalgues apportées aux huitres
en systeme re-circulé sont relativement variées, Epifanio et Mootz (1976) ont retenu
Carteria chuii et Isochrysis galbana parmi 4 especes testées comme étant celles donnant
les meilleures croissances d’huitres. Le plus souvent deux especes ont été apportées
simultanément avec Tetraselmis sp., Isochrysis galbana et Chaetoceros calcitrans les plus
couramment citées (Epifanio et Mootz, 1976; Mann et Ryther, 1977; Thielker, 1981;
Macmillan et al., 1994; Buchanan et al., 1998; Frias et Segovia, 2010).

La température

Dans le systéeme re-circulé, la température agit a la fois sur la population
bactérienne responsable de la nitrification (Zhu et Chen, 2002) et sur les réponses
physiologiques des bivalves. La température module la cinétique des réactions chimiques
(Zhu et Chen, 2002) et influence l’activité bactérienne de maniere plus ou moins
significative selon les conditions environnementales (oxygénation, concentrations en
substrat) (Chen et al., 2006). C’est également un paramétre essentiel qui régie
I’écophysiologie de U’huitre (Barillé et al., 1997a; Bourles et al., 2009; Grangeré et al.,
2009; Pouvreau et al., 2006). Son effet sur la filtration et la consommation d’oxygeéne ont
fait ’objet de modélisation (Bougrier et al., 1995; Haure et al., 1998). Pour Crassostrea
gigas, une relation hyperbolique a été proposée par Bougier et al. (1995) avec un optimum
thermique de 19°C. La température a aussi un effet sur ’excrétion en azote ammoniacal
de Uhuitre (Bayne, Scullard, 1977; Boulter, Wilson, 1998; Emerson, 1969; Shpigel et al.,
1992) ayant une influence sur la qualité de U’eau du systeme re-circulé. La température,
couplée a la photopériode modulent le cycle gamétogénique avec un début de maturation
a 8-11°C (Fabioux et al., 2005) et une ponte possible a partir de 18°C chez C.gigas
(Dutertre et al., 2009). Le risque de ponte doit étre écarté pour éviter que les huitres ne

liberent leurs gametes dans ’eau, ce qui occasionnerait une perte de masse des individus
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et un apport de matiere organique pouvant détériorer la qualité de l’eau du systeme re-
circulé. Ainsi, le seuil de 18°C ne doit pas étre dépassé pour éviter tout probleme. Enfin,
les phénomenes de surmortalités des huitres constatées depuis 2008 (Segarra et al., 2010)
semblent liées a la température qui a été identifiée comme un facteur directement ou
indirectement déterminant au dessus de 19°C (Malham et al., 2009). De plus, la
température a un effet sur U'activité des hémocytes qui sont impliqués dans les
mécanismes de défense de !’huitre (Gagnaire et al., 2006a). Il apparait donc important de
sauvegarder les huitres dans une gamme de température n’entrainant pas de mortalité liée
directement a la physiologie de U'individu ou a la virulence de ’hespéesvirus Os HV-1. En
effet, ce virus, identifié comme organisme pathogene fortement impliqué dans les
mortalités estivales (Renault et al., 1994a), est d’autant plus virulent lorsque la
température dépasse 16-17°C (Cochennec et al., 2011). Ainsi, au vu des contraintes
biologiques citées, une gamme de température allant de 14°C a 18°C est proposée pour
permettre une sauvegarde optimale des huitres dans un systéme re-circulé. Par ailleurs,
cette gamme de température n’affectera pas le potentiel de nitrification car les bactéries
nitrifiantes sont caractérisées par une grande capacité d’adaptation (Wheaton et al.,
1994). Zhu et Chen (2002) ont démontré que, dans le cas de filtre biologique et lors d’une
limitation en oxygene, la température n’a pas d’effet significatif sur la nitrification entre
14 et 27°C.

La vitesse du courant et [’oxygénation

Le courant a un effet a la fois physique et biologique sur le milieu et les bivalves. Il
participe au transport des biodépots vers une zone potentielle de décantation. Si dans le
cas d’un élevage de poissons une vitesse de 15 & 30 cm.s™ est requise pour un transport
des particules décantables vers le centre du bac (Summerfelt, 2007), une vitesse de 1 a 2
cm.s est nécessaire pour un transport des biodépots sur une distance de 2 a 5 m (Kusuki,
1978). Cependant, ce phénomene reste difficile a constater dans des bacs ou sont
disposées des clayettes. Le courant permet aussi une homogénéisation du phytoplancton
apporté et de ’oxygéne et leur transport vers les huitres. Cependant, il apparait difficile
de dissocier les effets du courant lui-méme, de ’impact de la qualité et de la quantité de
seston qu’il véhicule (Grizzle et al., 1992). Une faible vitesse de courant peut occasionner
un manque de renouvellement d’eau aux environs des huitres et un risque de déplétion en
nourriture et d’accumulation des déchets (Kirby-Smith, 1972). Le courant peut participer a
une remise en suspension de la matiere particulaire en fonction de sa vitesse. Ainsi, dans
le cas d’une sauvegarde en systéme re-circulé, le maintien d’une filtration optimale des
individus et ’impact minimal de la vitesse du courant sur la qualité de l’eau sont des

parameétres importants. Parmi les auteurs ayant travaillé avec des bivalves en systeme re-
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circulé, seul Thielker (1981) mentionne U’effet du courant et des caractéristiques
hydrauliques induites par la disposition des clayettes dans le bac, qu’il établit comme
suffisante pour |’oxygénation du milieu. Le choix d’utiliser un systeme de pompe air-lift
pour ’application d’un courant a été fait par plusieurs auteurs (Thielker, 1981; Henley et
al., 2001; Christophersen et al., 2006; Frias et Segovia, 2010) quand d’autres ont opté pour
Uutilisation d’une pompe ou d’un systéme Venturi (Buchanan et al., 1998; Macmillan et
al., 1994). Enfin, le courant provoque des turbulences qui, si elles participent a une bonne
homogénéisation du milieu, ont aussi un impact sur l’épaisseur des biofilms développés sur
les parois du systéme en raison d’un phénomene d’abrasion (Timmons et Ebeling, 2007). Le
débit influence de maniere croissante le taux d’élimination de [’azote ammoniacal (Ebeling
et Wheaton, 2006), en raison du taux de transfert des nutriments du milieu dans le biofilm
(Chen et al., 2006) alors que Zhu et Chen (2001) ont démontré, a l’aide du nombre de

Reynolds, qu’un flux turbulent favorisait la nitrification .

1.3.3- Conditions particulieres de [’étude

1.3.3.1. Bassins expérimentaux

L’outil expérimental utilisé tout au long de cette étude a été concu par l’équipe de
la station IFREMER de Bouin (Vendée) pour les expérimentations prévues dans le cadre du
programme COMSAUMOL. Cet outil est constitué de 12 systemes re-circulés identiques qui
ont permis de tester différentes variables avec réplication, dans le cadre de plans
expérimentaux. Toutes les expérimentations ont été réalisées dans une salle aveugle (dans
obscurité), isolée thermiquement et thermorégulée a l’aide d’une pompe a chaleur air-

air (Soonko, puissance 2.63 a 3 KW).

Le bac de stockage

L’exploitation maximale du volume d’eau du bac, dans un but de rentabilité
économique (Martins et al., 2010) a orienté le choix vers un bac de stockage de type
« raceway », rectangulaire (2,07 X 0,14 X 0,23 m) et de section parallélogramme, en résine
polyester et d’un volume de 90 | (Fig. 9). Ce volume réduit a permis de travailler avec 12
systemes re-circulés sans avoir a manipuler des quantités d’huitres trop importantes (Fig.
10).
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Figure 10. Vue en 3 dimensions du systéme re-circulé expérimental élaboré pour le
stockage d’huitres Crassostrea gigas. Les fleches rouges indiquent le sens du courant
d’eau. PC : Pompe a chaleur, UV : Ultraviolet.

La forme du bac a été concue pour étre adaptée le mieux possible a celle des paniers
contenant les huitres. Des expérimentations ont été réalisées dans le but de valider le
principe de la sauvegarde en systéeme re-circulé a une échelle plus importante. A cette
occasion, des bacs de 1300 | ont été testés permettant de stocker une biomasse de 180 kg.
Des clayettes ont alors été utilisées pour contenir les huitres. Ce mode de conditionnement
facilite la manipulation des huitres et reste un outil quotidiennement utilisé par les
ostréiculteurs (Fig. 11).

Dans cette étude, la biomasse maximale utilisée a été de 15 kg d’huitres de taille
commerciale permettant de travailler avec des charges maximales de 167 kg.m?,
comparables a celles habituellement pratiquées en élevage de poissons qui dépasse

couramment les 100 kg.m™ (Blancheton, 2000).
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Chapitre 1 : Les conditions de sauvegarde

Figure 11. Vue générale des 12 systémes re-circulés. ea : entrée d’eau dans le systeme
re-circulé, bh : bac contenant les paniers d’huitres, pc : pompe a chaleur assurant la
thermorégulation de [’eau et équipée d’une lampe UV, pm: pompe a membranes
apportant le phytoplancton au systeme re-circulé, bph : bac de stockage du phytoplancton
tr : tuyau PVC assurant le retour de [’eau en début de bac.

_\.

Figure 12. A : Stockage dans des clayettes pouvant contenir 15 kg d’huitres, placées dans
un bac de type « raceway » de 1300 l. B : Utilisation de paniers d’une capacité de 3 kg
disposés dans les bacs expérimentaux de type « raceway » de 90 [.

Le traitement de [’eau

Le systeme re-circulé a été assemblé sans filtre biologique, permettant une
économie de moyen et de temps puisqu’il faut compter 3 a 4 semaines pour qu’une
population nitrifiante se développe et devienne pleinement efficace (Sandu et al., 2002).

Ce choix est justifié par une expérimentation préliminaire, réalisée a la station IFREMER de
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Bouin en 2008, qui a montré que Uévolution des différentes formes azotées (azote
ammoniacal total, nitrite et nitrate) était identique pour un systéme re-circulé équipé ou
non d’un filtre biologique (Fig. 12). L’hypothése de la présence d’une population
bactérienne nitrifiante provenant des bivalves eux-mémes a alors été émise et testée lors
de ce travail de doctorat (Welsh et Castadelli, 2004).
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Figure 13. Evolution de [’azote ammoniacal total, des nitrites et des nitrates de deux
systémes re-circulés contenant des huitres Crassotrea gigas, ['un équipé d’un filtre
biologique et [’autre sans filtre biologique (Bourneuf, données non publiées).

Chaque bac a été équipé d’une pompe a chaleur (TECO, Ravena, Italie) contenant une
lampe UV d’une puissance de 14 Watt. L’efficacité des UV sur la population bactérienne a
été vérifiée a ’occasion de comptages bactériens effectués sur un bac sans UV et sur un
bac avec UV (Fig. 13).

46



Log (CFU.ml™")

Sans UV Avec UV

Figure 14. Concentrations bactériennes mesurées dans un systeme re-circulé équipé d’un
traitement UV et dans un systeme sans UV (sans réplicat). La concentration en bactéries
(flore totale mise en culture sur du milieu Zobell) est comptabilisée apres 21 jours de
stockage de 15 kg d’huitres, sans renouvellement, sans apport de nourriture et a 16°C.
CFU : Colony Forming Unit.

Organisation des éléments du systéme re-circulé

L’économie d’espace a incité certains auteurs a superposer les bacs de stockage et
a profiter de U’écoulement de ’eau en gravitaire pour l’alimentation en eau de chacun
(Macmillan et al., 1994). Dans une méme optique d’économie de moyen, le systéme mis en
place dans cette étude est constitué d’un bac, alimenté en eau de mer filtrée a 45 pm
(filtre a sable), par un tuyau PVC (diametre 100 mm) placé a une extrémité et |’évacuation
s’effectue a l'autre extrémité en fond de bac par un tuyau ramenant ’eau en téte du bac
(Fig. 14). La pompe a chaleur (pc) régulant la température et équipée d’une lampe UV, a
été placée en dérivation, en aval (Fig. 15 A). Le tuyau amenant ’eau a la pompe a chaleur
(pc) est raccordé a une pompe de circulation de type pompe pour aquarium (EHEIM,
Compact 1000) d’un débit de circulation de 1000 [.h™". Cette derniére est placée en aval du
bac (Fig. 15 A). Un point de vidange a été installé au plus bas du bac. La re-circulation de
’eau est assurée par un air-lift placé dans le tuyau de retour qui permet ainsi ’apport de
nourriture aux huitres et |’oxygénation du milieu (Christophersen et al., 2006)(Fig. 15 B).
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Chapitre 1 : Les conditions de sauvegarde
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Figure 15. Schéma du fonctionnement du systeme re-circulé utilisé dans cette étude. Les
fleches indiquent le sens de circulation de [’eau. P : pompe, PC : pompe a chaleur, UV :
lampe ultra-violet.

Figure 16. A : Partie aval du bac de stockage. pr : pompe faisant circuler [’eau dans la
pompe a chaleur, te : entrée d’eau dans la pompe a chaleur, ts : sortie d’eau de la pompe
a chaleur, s : sortie d’eau du bac, sv : évacuation de [’eau du systeme re-circulé par
surverse, pc : pompe chaleur. B : Détails de 4 systemes re-circulés couplés, al : point
d’arrivée d’air pour le systeme d’air-lift, ae: arrivée d’eau de mer pour le
renouvellement d’eau dans le systeme re-circulé.

48



1.3.3.2. Parametres hydrobiologiques

La nourriture

Dans cette étude, le choix de l’espece et du mode de production ont été dictés par
une particularité du site. La station de UIFREMER de Bouin est située dans un polder
caractérisé par d’importantes nappes aquiféres accessibles a une profondeur de -5 a -15 m
(Baud, 1988). L’eau salée qui est prélevée a l'aide d’un forage présente des
caractéristiques physico-chimiques et des teneurs en nutriments propices a la culture de
microalgues (Tableau 2), alors qu’elle est inutilisable pour l’élevage de bivalves sans
traitement préalable (pH relativement acide pour l’eau de mer et forte teneur en fer,
Tableau 2) (Baud, 1988). Cette opportunité permet alors la culture de microalgues en
grand volume et a faible colit (Méléder et al., 2001). Par ailleurs, la culture de la diatomée
planctonique Skeletonema costatum s’est imposée en raison du caractere ubiquiste de
cette espece et de sa propension a dominer les peuplements de microalgues dans les
claires de la baie de Bourgneuf (Rincé, 1979; Baud, 1988). Cette diatomée est ainsi
cultivée localement pour ’affinage et ’élevage intensif d’huitres et de palourdes adultes
et juvéniles. Skeletonema costatum a notamment permis l’obtention des meilleurs bilans
énergétiques estimés pour des huitres adultes, en comparaison de trois autres espéces de
microalgues du genre Nitzschia spp. pouvant étre cultivées en grand volume avec de l’eau
salée souterraine (Baud et Bacher, 1990; Bacher et Baud, 1992; Barillé et al., 2003).

Tableau 2. Caractéristiques physico-chimiques et teneurs en nutriments de [’eau salée
souterraine disponible sur le polder de Bouin en baie de Bourgneuf (Vendée, France).

Température Salinité o N-NH," N-NO,’ N-NO;’ P-PO,> Si-SI0;  Fe total
(°C) (%) (umol.l") (umol.l"y (umol.l'") (umol.l") (umol.l") (mg.l")
13,5 30,4 7,25 307,5 0,2 0,3 24,6 178,9 3,3

Pour les besoins de cette étude, la diatomée Skeletonema costatum (Fig. 16 A) a
été cultivée sur des cycles de 2 a 4 jours selon la saison. La culture est réalisée en
extérieur et en bassin en béton d’un volume de 70 m* (Fig. 16 B). Elle est ensuite stockée
dans un bac cylindro-conique dans la salle abritant les systéemes re-circulés. Chaque
systeme re-circulé est équipé d’une pompe doseuse a membrane (Milton Roy, LMI) d’un

débit de 25 l.h™ qui apporte le phytoplancton dans chaque bac (Fig. 16 C).
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Chapitre 1 : Les conditions de sauvegarde

Figure 17. A : Photo en microscopie optique de la diatomée Skeletonema costatum.

B : Systeme de production en bassin extérieur de la microalgue Skeletonema costatum.
C : Bac cylindroconique de stockage du phytoplancton (bph), pm : pompes doseuses a
membranes distribuant le phytoplancton a chaque systéme re-circulé.

La température

Un seuil de température de 18°C ne doit pas étre dépassé pour éviter tout
probléme pathologique. La limite inférieure de lUintervalle de température considéré
comme optimal pour la sauvegarde d’huitres a été définie a [’occasion d’une
expérimentation préliminaire réalisée en 2008 a la station de Bouin. Les résultats ont
montré que des individus maintenus pendant 5 semaines a 18 et 22°C, sans apport de
nourriture, ont subi une perte de poids plus importante que des individus maintenus dans
les mémes conditions mais a 10°C et 14°C (Fig. 17). Ainsi, il est possible de sauvegarder
des huitres pendant 5 semaines sans apport de nourriture a conditions de rester a 14°C ou
en dessous. Cependant, si l'on veut étendre l'utilisation du systéme re-circulé a un
procédé de détoxication, il est impératif de nourrir les huitres (Guéguen et al., 2008) et
donc de rester au-dessus de 14°C pour maintenir leur activité de filtration. De plus, il ne
parait pas opportun, dans un objectif de maitrise des dépenses énergétiques de descendre

a une température de 10°C.
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Figure 18. Pertes de poids sec chez [’huitre Crassostrea gigas soumise a quatre conditions
de température différentes et sans apport de nourriture, aprés 5 semaines de stockage.

% de pertes de poids sec

La vitesse du courant et [’oxygénation

La vitesse du courant est initiée dans le circuit par un systeme de pompage par air-
lift qui a aussi pour intérét d’oxygéner U’eau. En effet, le systeme d’air-lift consiste a
injecter de ’air a la base d’un tube submergé vertical. Les bulles de gaz suspendues dans
le fluide, de densité inférieure au liquide, montent rapidement dans la canalisation. Par
effet d’inertie, ’eau est entrainée vers le haut induisant ainsi un courant (Sandu et al.,
2002). Le débit d’air apporté permet alors de régler la vitesse de courant et de gérer
’oxygénation de milieu. Dans notre structure, la hauteur du bac de stockage (21 cm)
limite le débit d’air a 70 |/min sous peine de perte d’eau par débordement. Des débits
inférieurs a 10 |/min entrainent une diminution de la concentration en oxygéne qui
descend alors & des valeurs inférieures a 5 mg.l", pour 15 kg d’huitres stockées a 165
kg.m> et & 16°C. Une relation débit d’air-vitesse de courant (Fig. 18) a été établie pour
Uensemble des expérimentations et elle reste spécifique au systeme re-circulé
expérimental utilisé dans le cadre de ces expérimentations. Les mesures de vitesse de
courant ont été réalisées a l’aide d’un débitmetre a ultra-son (Fuji, Portaflow) et d’un
débitmetre a air (VPFlomate, VPF-R 0 30-mo 50-01). Le débit d’eau est mesuré au niveau
du tuyau de retour (tr) (Fig.10), avec la pompe de re-circulation de la pompe chaleur en
fonctionnement. La vitesse du courant crée au niveau du bac de stockage des huitres a été
calculée selon la relation : V, (cm.s'1) =D,/ S, avec V, la vitesse calculée dans le bac, D
(.h™") le débit d’eau mesuré dans le tuyau et S (cm?) la section du bac. Cette vitesse

calculée correspond a celle mesurée en amont des paniers contenant les huitres, inférieure
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a celle ressentie par une huitre qui serait située au milieu de panier. La vitesse du courant
au sein du panier a été calculée en estimant la surface de la section correspondant aux
interstices entre les huitres et elle représente une valeur 1,5 fois supérieure a la vitesse

induite en amont des paniers.
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Figure 19. Relation établie entre le débit d’air (I.min") apporté par Uair-lift et la vitesse
du courant (cm.s’') crée et mesurée dans le bac de stockage des huitres. Les barres
d’erreurs correspondent aux écarts types, n=12.

Cette relation présente la particularité de ne pas étre linéaire et se compose de quatre
phases. A un débit d’air nul, une vitesse de courant résiduelle est mesurée, imputable au
courant crée par la pompe a chaleur. Entre 0 et 10 l.min”, la vitesse de courant est
proportionnelle au débit d’air appliqué ; entre 10 et 50 l.min™, la vitesse de courant et le
débit d’air n’évoluent plus de maniere linéaire en raison de pertes de charges qui
augmentent avec le débit d’air. Ces pertes de charges sont imputables au passage de l’eau
au sein des paniers remplis d’huitres. Entre 50 et 65 l.min”, le volume d’eau arrivant sur
les paniers est trop important et l'eau passe préférentiellement au-dessus des paniers
diminuant ainsi les pertes de charge. Enfin, & partir de 65 [.min™" la quantité d’air arrivant
dans le tuyau devient trop importante pour laisser l’eau remonter en surface et l'on
atteint un seuil limite d’efficacité de air-lift. Finalement, la quantité d’air a apporter
pour une utilisation optimale de |’air-lift se situe entre 0 et 50 l.min" ce qui correspond a

une vitesse de courant comprise entre 3 et 5 cm.s-".
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1.3.4- Conclusion

La sauvegarde de bivalves a été étudiée au moyen d’une structure présentant la
caractéristique d’étre économe. Le choix de travailler sans filtre biologique a nécessité de
comprendre le phénomeéne observé et a fait l’objet d’une étude spécifique présentée dans
le chapitre 3. Cette caractéristique est un avantage non négligeable par rapport aux
systemes re-circulés utilisés pour le poisson et qui pourrait étre aussi vérifiée sur des
huitres plus jeunes tel que du naissain. Le type de structure de systéme re-circulé
présenté dans cette étude est finalement comparable a celui utilisé dans d’autres études,
ce qui conforte notre choix mais la suppression du filtre biologique reste innovant. Les flux
d’azote dissous deviennent alors un parametre important a analyser pour comprendre leur
évolution dans le systéme re-circulé et pour rester sous les limites acceptables pour les
bivalves. L’identification de la gamme de température de 14-18°C permet de concilier des
conditions favorables au maintien de la qualité des huitres avec une limitation des
dépenses énergétiques. L’oxygénation n’est pas un facteur limitant en raison de la
présence du systeme d’air-lift, alors qu’en cas de nécessité, il est toujours possible
d’apporter ponctuellement de U'air. Ainsi, ’analyse de la structure du systéme re-circulé
montre la nécessité de concentrer la suite de cette étude sur ’identification de limpact
du courant sur la filtration de U’huitre et sur la compréhension du processus de nitrification
qui parait se développer sur un support inhabituel. Enfin, un aspect inédit du
comportement des huitres dans ce contexte sera analysé : le stress subit par les bivalves

lors de leur placement dans le systéme re-circulé.
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CHAPITRE 2 : Réponses de [’huitre
Crassostrea gigas a deux parametres
environnementaux : le stress thermique lié
au transfert en systéme re-circulé et la
vitesse du courant






2.1- Introduction

L’ optimisation des conditions hydrobiologiques pour la sauvegarde de |’huitre
Crassostrea gigas en systeme re-circulé est abordée a la fois avec la notion de stress subi
par les bivalves et par ’étude de U'impact de la vitesse du courant sur leurs réponses
physiologiques. Il est reconnu qu’il n’existe pas d’indicateur de stress universel utilisé en
toute circonstance mais une panoplie d’indicateurs qui ont été mis au point pour mesurer
le stress a différents niveaux d’organisation des organismes, de la cellule a Uindividu
(Tremblay et al., 2007).

La recherche d’un indicateur de stress simple et rapide a appliquer, combinée a
une analyse réalisée a un niveau d’organisation inférieure, a conduit a tester un indicateur
cellulaire, la stabilité des lysosomes présents dans les hémocytes. Cet indicateur a été
suivi a l'aide du test de rétention du rouge neutre (Hauton et al., 1998), utilisé par
plusieurs auteurs pour décrire le phénomene de stress chez les bivalves marins (Harding et
al., 2004; Zhang et Li, 2006). L’observation de Ueffet du stress a deux niveaux
d’organisation permet alors une analyse plus compléte de ces conséquences sur la
physiologie des bivalves. Dans cette étude, Ueffet du stress a aussi été analysé au niveau
de ’individu avec deux indicateurs physiologiques courammment utilisés, la filtration et la
consommation d’oxygene (Bayne, 1975; Hutchinson et Hawkins, 1992), et qui sont
reconnus comme étant fortement influencés par les facteurs environnementaux (Bougrier
et al., 1995; Chaparro et al., 2008). Dans les conditions de sauvegarde en systeme re-
circulé, la vitesse du courant est un facteur important et son impact sur la filtration et la
croissance des bivalves a fait l'object dans la littérature de résultats contradictoires
(Wildish et Miyares, 1990; Wildish et al., 1992; Wilson-Ormond et al., 1997) selon les
bivalves et peu de données sont disponibles concernant les huitres. La mesure de ’effet de
la vitesse du courant sur les réponses physiologiques a été réalisée directement dans le
sytéeme re-circulé pour éliminer tout effet lié au dispositif expérimental. L’analyse de
Ueffet du courant sur la consommation en oxygene a aussi été réalisée et constitue un

résultat novateur.

57



2.2- Evaluation du stress suite a un choc thermique chez [’huitre

creuse Crassostrea gigas a ’aide de trois indicateurs

2.2.1- Introduction

Dans le milieu naturel ou en conditions expérimentales, des variations non
graduelles des variables physico-chimiques peuvent étre a l'origine d’un stress chez les
bivalves. La plupart des expérimentateurs prévoient des périodes plus ou moins longues
pour adapter les animaux aux conditions de leur étude afin de mesurer les effets des
différents facteurs. Les temps d’acclimatation sont tres variables selon les auteurs,
pouvant étre journalier (Harding et al., 2004) mensuel (Camus et al., 2000) ou
hebdomadaire (Tirard et al., 1997). Il est important de connaitre les capacités
d’adaptation des organismes aux variations brutales du milieu ambiant pour deux raisons
essentielles, i) diminuer le stress des individus pour limiter les fluctuations de leurs
réponses physiologiques, ii) mesurer le niveau de stress pour ’anticiper et améliorer la
survie des individus. Le transfert d’un stock de bivalves du milieu naturel a une structure
fonctionnant en re-circulation s’accompagne de changements physico-chimiques
importants dont les principaux peuvent étre des variations de température, de salinité, de
nourriture et de vitesse du courant. Dans ce contexte, il est important de connaitre le
temps d’acclimatation nécessaire aux bivalves pour retrouver un état caractérisé par une
absence d’altération des réponses physiologiques. Parmi les facteurs reconnus pour avoir
un impact sur les huitres, la température apparait comme le plus influent. De plus, ayant
un role majeur sur ’alimentation, la reproduction et le métabolisme (Alunno-Bruscia et
al., 2011; Barillé et al., 2011), elle exacerbe U’effet d’autres facteurs environnementaux,
comme des contaminants a ’approche des limites de tolérance des organismes (Svendsen
et al., 2007) ou la salinité a des températures extrémes limitant ainsi la croissance des
huitres (Hauton et al., 1998). Au cours de leur processus d’élevage, les huitres subissent
immanquablement des variations brusques de température, a l’occasion d’un transfert
d’un site vers un autre (Aaraas et al., 2004; Qu et al., 2009) ou d’opération de tri et de
nettoyage entrainant une exposition a l'air a des températures variables (Song et al.,
2007; Qu et al., 2009). Le transfert d’huitres des parcs d’élevage vers un systéme re-
circulé s’accompagne de variations de température qui peuvent étre importantes. Pour
estimer ’impact de ces variations, il a été choisi de tester ’intensité du stress d a un
choc thermique a l’aide de trois indicateurs, la filtration, la consommation d’oxygene et la
stabilité membranaire des lysosomes. La filtration et la consommation d’oxygene sont des
variables physiologiques fortement influencées par les facteurs environnementaux, telles

que la qualité de la nourriture, la salinité et la température (Bayne, 1975; Bougrier et al.,
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1995; Chaparro et al., 2008). Ces deux réponses physiologiques sont utilisées lors de
l’élaboration de bilan énergétique pour estimer les gains liés a l’alimentation (filtration) et
les pertes associées aux dépenses métaboliques (Cardoso et al., 2006). La stabilité
lysosomale est un indicateur biochimique de stress physiologique au niveau cellulaire
(Hauton et al., 1998). Les lysosomes sont le siege de changements les plus rapidement
décelables chez les organismes marins dans le cas d’un stress (Harding et al., 2004). Le
test de rétention de rouge neutre est alors utilisé pour mesurer les changements de la
stabilité membranaire des lysosomes (Moore, 1988). Les lysosomes sont des organites
impliqués dans la digestion enzymatique intra et extra-cellulaire et dont le pH est compris
entre 3,5 et 5. Le rouge neutre est une base faible, piégée par protonation au sein des
lysosomes (Ringwood et al., 1998). Chez I’huitre, une variation de la température modifie
Uactivité enzymatique au sein des lysosomes des hémocytes perturbant leur
fonctionnement (Zhang et al., 2006). Les propriétés physiques des lipides membranaires
sont altérées, entrainant alors un dysfonctionnement des membranes lysosomales par une
réduction de leur fluidité (Pernet et al., 2007). Un stress provoque ainsi une déstabilisation
membranaire des lysosomes qui libérent le rouge neutre dans le cytosol de ’hémocyte. Le
test de la stabilité lysosomale consiste alors a évaluer la proportion des lysosomes qui
retiennent le rouge neutre lorsqu’un individu a été soumis a un stress. Ce test a été réalisé
selon le protocole modifié de Lowe et al.(1995).

Dans cette étude, ces trois indicateurs ont été testés au cours d’une variation
brutale de la température d’amplitude identique, d’une part en augmentation de 10°C a
16°C et d’autre part en diminution de 22°C a 16°C. Cette expérience a permis de mesurer
le temps nécessaire aux bivalves pour présenter une stabilisation des parametres
écophysiologiques, ou temps d’adaptation, a travers les mesures des indicateurs de stress

retenus.

2.2.2- Matériel et méthodes

Conditionnement du matériel biologique

Un lot de 40 kg d’huitres (600 individus d’un poids total moyen de 67,58 + (ET) 8,27
g et d’un Indice de Condition AFNOR de 9,3) a été prélevé dans la Baie de Bourgneuf (46-
47°N, 1-2°0, Vendée, France) en février 2009. Au cours de la premiere semaine, les
bivalves issus du milieu naturel a 5°C, ont été placés dans une structure expérimentale et
maintenus en circuit ouvert et nourris avec la microalgue Skeletonema costatum. La
température a alors été élevée a 16°C a raison de 1,5°C par jour. Une gamme de

température optimale pour la sauvegarde de U’huitre en systéme re-circulé a été définie
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entre 14°C et 18°C. Le choix d’acclimater les huitres a une température de 16°C a permis
de se situer au milieu de cet intervalle de température. Des variations de températures
brutales ont été testées, d’une amplitude de 6°C allant au-dela de 14°C et de 18°C.
L’expérimentation s’est ensuite déroulée en deux phases : au cours de la premiére phase,
un partie des bivalves a subi une diminution brusque (en moins de 50 minutes) de la
température de 16°C a 10°C, alors qu’une autre partie du stock a subi une augmentation
brusque de la température de 16°C a 22°C, un dernier lot restant a 16°C comme témoin.
Les différents indicateurs de stress ont été mesurés suite a ces chocs de température et
cette étape s’est achevée lorsque ces derniers se sont stabilisés. Les lots conservés a 10°C
et 22°C ont ensuite été ramenés a 16°C afin de déterminer si un éloignement de la
température d’acclimatation de 16°C ou un retour vers celle-ci a entrainé une réaction

similaire ou non des indicateurs de stress.

Le dispositif expérimental

L’évolution de la filtration et de la consommation d’oxygene a été mesurée sur 18
bivalves répartis sur deux bancs de mesure des réponses écophysiologiques et la mesure de
la rétention de rouge neutre (RRN) a été réalisée sur le reste des bivalves répartis dans
trois bacs de 100 litres dont la température a aussi été maintenue a 10°C, 16°C et 22°C.
Le dispositif expérimental se présente sur trois niveaux (Fig. 20). Le premier correspond au
traitement thermique de "eau de mer et le second aux bacs tampons ou s’effectue le
mélange de l’eau et du phytoplancton. Le troisieme correspond a la distribution aux
enceintes individuelles permettant la mesure des réponses écophysiologiques et aux bacs
contenant les huitres servant aux tests RRN. Pour les bacs tampons, l’eau de mer a été
préalablement filtrée sur un filtre a sable puis passée par un échangeur thermique
alimenté par une eau de forage a 13°C. L’eau réchauffée a ensuite été répartie sur trois
circuits disposant chacun d’une pompe a chaleur afin d’obtenir une eau thermorégulée a
10°C, 16°C ou 22°C. Chaque bac tampon a ensuite alimenté les trois bacs contenant les
bivalves pour la mesure du RRN et les deux bancs de mesures des réponses
écophysiologiques pour U’obtention de la filtration et de la consommation d’oxygene. Les
bivalves utilisés pour la mesure du RRN ont été stockés dans trois bacs cylindro-coniques
de 100 | avec un renouvellement d’eau par heure. Sur chaque banc d’écophysiologie, 9
enceintes contiennent chacune une huitre et une enceinte vide sert de témoin de
sédimentation. Les enceintes d’un volume de 2 | sont alimentées avec un débit de 10 l.h™",
en circuit ouvert. Sur les deux bancs d’écophysiologie et sur les trois bacs cylindro-
coniques, la température a été mesurée en continu a raison d’une mesure toutes les 10

minutes, les autres parametres tels que le taux d’oxygene, la salinité et le pH ont été
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controlés deux fois par jour. Les huitres ont été nourries avec la diatomé Skeletonema
costatum mise en culture dans deux cylindres en scobalite (250 ) en salle thermorégulée
(16°C) avec un apport d’eau de forage en continu et une lumiere artificielle de 24/24h.
Une concentration en phytoplancton de 10 cellules.pl™ a été maintenue a dans chaque bac

tampon.
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Figure 20. Dispositif expérimental permettant le suivi des trois indicateurs de stress lors
d’un choc thermique. A : traitement de [’eau, B : bacs tampons ou est effectué le
mélange eau et microalgue, C : bancs d’écophysiologie et bacs contenant les huitres pour
les mesures de rouge neutre. FS : filtre a sable, BT : bac tampon, RRN : rétention de
rouge neutre. S.c : Skeletonema costatum, (X) : pompe, X : vanne.

Mesures des réponses physiologiques

La filtration (F) et la consommation en oxygene (CO) de chaque individu ont été
estimées toutes les 10 minutes, respectivement par des mesures de fluorimétrie (sonde
Seapoint, Sensors, Inc.) et des mesures de concentration d’oxygene (sonde WTW). Les

résultats ont ensuite été moyennés sur une heure pour U’ensemble des 9 individus. Les
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mesures ont été collectées et traitées par le logiciel Labview (National Instrument, Austin
Texas). La filtration (F, L.Lh".individu™) a été calculée selon la relation suivante :
F=[(Fe-F) / F]. D, avec F. = Fluorescence mesurée a la sortie des enceintes servant de
témoin de sédimentation, F, = Fluorescence mesurée a la sortie des enceintes contenant
les individus, D = Débit (l.h"). La consommation d’oxygéne (CO, mg.h™'.individu™) a été
calculée selon la relation suivante : CO = (O, - Os). D avec O = concentration en oxygene a
la sortie des enceintes servant de témoin de sédimentation; O; = concentration en
oxygene a la sortie des enceintes contenant les individus. Afin de comparer des individus
de taille différente, les réponses physiologiques ont été standardisées a celle d’un animal
d’un gramme de poids sec a ’aide de la formule proposée par Bayne et Newell (1983) :

Y, = (Ws / We)®.Ye, avec Y; pour la réponse standardisée, W; le poids standard (1 g), W. le
poids observé, Y. la réponse observée et b le coefficient d’allométrie. Des coefficients
d’allométrie de 0,62 et de 0,74 ont été appliqués pour respectivement, la filtration et la
consommation d’oxygene (Haure et al., 1998). En fin d’expérience, le poids sec a été
déterminé pour chacun des 18 individus. Les chairs ont été congelées a -20°C pendant 48
heures puis lyophilisées (CHRIST Alpha 1/6) a -54°C pendant 48 heures et pesées sur une

balance Mettler Toledo.

Mesures de la stabilité lysosomale

A partir du muscle adducteur du bivalve, 500 pyl d’hémolymphe contenant des
hémocytes ont été prélevé a ’aide d’une seringue et mis dans un tube Eppendorf.
L’hémolymphe a ensuite été conservée au bain-marie a la température expérimentale avec
un ajout de 500 pl de solution saline iso-osmotique. Une solution mere de rouge neutre a
ensuite été préparée avec 20 mg de colorant (Cl 50040, Sigma) dilué dans 1 ml de
Diméthylsulfoxyde (DMSO) et 10 pl de cette solution ont été ajoutés a 5 ml de solution
physiologique saline. Une fois tous les prélévements réalisés, 50 pl de solution
d’hémocytes ont été déposés sur une lame (en triplicat) pour une incubation de 15 min sur
glace, dans une atmosphere humide et a ’abri de la lumiere. Apres cette premiere étape
de fixation des hémocytes sur la lame, 40 pl de solution de rouge neutre ont été déposés
sur les hémocytes et les lames ont a nouveau été mises a incuber en chambre humide et
froide. Ces lames ont ensuite été observées au microscope (grossissement X 400) aprés 30
minutes d’incubation. Pour chaque condition de température, l’expérimentation a été
réalisée pendant 1h30 a raison d’un prélevement toutes les 30 minutes sur 3 individus
(avec 3 réplicats par individu) et les lysosomes de 25 hémocytes ont été observés pour

chaque réplicat. Le pourcentage de lysosomes déstabilisés a ainsi été comptabilisé.
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Analyse statistique

Le logiciel Statgraphics Plus Centurion XV.l (Sigma Plus, Paris , France) a été utilisé
pour vérifier la normalité et ’homoscédasticité de la distribution des données et pour les
analyses subséquentes. Une ANOVA a deux facteurs a été réalisée pour analyser les
différences entre les résultats obtenus sur le test de RRN selon la température et ’heure

de prélevement.

2.2.3- Résultats

Influence des variations thermiques sur les réponses physiologiques

Le pH moyen sur ’ensemble des bacs et des bancs d’écophysiologie était de 8,02 +
(ET) 0,16 et la salinité de 31,8 + (ET) 0,2 %.. Les huitres conservées a la température de
référence de 16°C ont une filtration moyenne de 3,35 + (ET) 1,13 L.h'.g" et une
consommation d’oxygéne de 1,02 + (ET) 0,45 mg 0,.h".g™.

Une variation brusque de la température de 16°C a 10°C (Fig. 21 A) a provoqué une
perturbation de la filtration pendant 27 heures au cours de laquelle celle-ci a évolué de
maniére anarchique avec une amplitude de variation de 3,92 l.h™".g" et une filtration
minimale de 1,24 L.Lh".g"'. Cette phase a ensuite été suivie d’une stabilisation de la
filtration qui est restée supérieure de 0,5 l.Lh".g™" a la filtration observée a 16°C puis au
bout de 40 heures la filtration est revenue a une valeur proche de celle mesurée a 16°C, a
3,64 + (ET) 0,38 L.Lh".g". Lorsque les huitres ont subi brusquement une augmentation de la
température de 16°C a 22°C (Fig. 21 B), une période de perturbation de la filtration a
aussi été constatée pendant 27 heures avec une amplitude de variation plus importante de
4,94 I.Lh".g". Au bout de 27 heures, la filtration est restée nettement supérieure a la
valeur mesurée a 16°C avec en moyenne une filtration de 5,57 + (ET) 0,48 l.h™".g", sans
retour a la filtration de la température d’acclimatation. Par la suite, lorsque la
température a été ramenée de 10°C a 16°C (Fig. 22 A), la filtration a présenté une
perturbation de 4 heures avec une faible amplitude de variation de 1,88 L.h".g" puis un
retour a la filtration mesurée a la température d’acclimatation. Un retour de la
température de 22°C a 16°C (Fig. 22 B) a entrainé une chute de la filtration qui a évolué
de maniére oscillante autour d’une moyenne de 2,15 + (ET) 0,45 l.h™.g™", sans montrer de

retour a la filtration de la température d’acclimatation.
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Figure 21. Evolution de la filtration chez [’huitre Crassostrea gigas suite a un choc

thermique (fléche noire) A. A : de 16°C a 10°C, B. : A de 16°C a 22°C. [J : Filtration
mesurée a 16°C. Les barres d’erreurs correspondent aux intervalles de confiance (n=9).
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Figure 22. Evolution de la filtration chez [’huitre Crassostrea gigas suite a un choc

thermique (fléeche noire) A. A : de 10°C a 16°C, B. A :de 22°C a 16°C [J : Filtration
mesurée a 16°C. Les barres d’erreurs correspondent aux intervalles de confiance (n=9).
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Suite a la baisse soudaine de température de 16°C a 10°C, les huitres ont diminué leur
consommation d’oxygene (Fig. 23 A) qui est restée inférieure a celle mesurée a 16°C
méme apres 45 heures d’expérimentation. La consommation d’oxygéne moyenne a alors
été de 0,59 + (ET) 0,20 mgO,.h"'.g.”, contre 1,02 + (ET) 0,45 mgO,.h"'.g’ a 16°C.
L’augmentation brusque de la température de 16°C a 22°C s’est accompagnée de
variations importantes de la consommation d’oxygene avec une amplitude de 1,25 mg0,.h"
'.g™" et avec une variabilité individuelle plus importante (écart-types plus importants). Au
bout de 45 heures, la consommation d’oxygene est revenue a des valeurs proches de celles
constatées a 16°C. Le retour a une température de 16°C n’a pas permis aux huitres
placées a 10°C (Fig. 24 A) de retrouver une consommation d’oxygene propre a celle
mesurée a 16°C alors qu’il semble que les huitres placées a 22°C (Fig. 24 B) retrouvent une
consommation d’oxygene propre a celle mesurée a 16°C, 25 heures apres le second choc

thermique.
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Chapitre 2 : Réponses de [’huitre Crassostrea gigas a deux parametres
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Figure 23. Evolution de la consommation d’oxygene chez [’huitre Crassostrea gigas suite a

un choc thermique (fléeche noire) A. m: de 16°C a 10°C, B. m:de 16°C a 22°C, [7 :

consommation d’oxygene mesurée a 16°C. Les barres d’erreurs correspondent aux
intervalles de confiance (n=9).
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Figure 24. Evolution de la consommation d’oxygéne chez [’huitre Crassostrea gigas suite a

un choc thermique (fléche noire) A. m: de 10°C a 16°C, B. m:de 22°C a 16°C, [J :

consommation d’oxygene mesurée a 16°C. Les barres d’erreurs correspondent aux
intervalles de confiance (n=9).
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La stabilité lysosomale

L’observation de ’aspect et de la couleur des lysosomes au microscope (X 400) a
permis d’identifier les hémocytes dont les lysosomes ont des membranes devenues
perméables provoquant la libération du rouge neutre dans leur cytosol (Fig. 25, cellule A).
Ceci a permis de distinguer les cellules dont les membranes lysosomales sont restées

stables, identifiables par la présence de points rouges (Fig. 25, cellule B).

ls\ B
A
. _ .

/ 10pm
—

Figure 25. Vue au microscope optique (X 400) d’hémocytes d’huitre Crassostrea gigas
apres une coloration au rouge neutre. A: hémocyte dont les lysosomes ont des
membranes déstabilisées et dont le rouge neutre s’est répandu dans le cytosol, B :
hémocyte dont les lysosomes ont les membranes sont restées imperméables, [s : lysosomes
aux membranes stables.

Apres le choc thermique, les pourcentages de déstabilisation n’ont pas dépassé les
40 % quelle que soit la température considérée (Fig. 26). Le comportement des lysosomes
est resté le méme, que le choc thermique soit de 6°C en augmentation ou en diminution.
La température n’a pas eu d’effet significatif sur la proportion de lysosomes déstabilisés
(ANOVA, p > 0,05). Par contre, ’heure a laquelle les prélévements d’hémolymphe ont été
effectués apres le choc thermique a une influence sur le pourcentage de déstabilisation
(Tableau 3).
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Chapitre 2 : Réponses de [’huitre Crassostrea gigas a deux parametres
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Figure 26. Pourcentage de déstabilisation des lysosomes chez [’huitre Crassostrea gigas
apres un choc thermique d’une amplitude de 6°C a partir de 16°C. a : observation 30 min
apres le choc thermique, b : apres 60 min, c : aprés 120 min et d : aprés 180 min. Les
barres d’erreurs représentent les intervalles de confiance, p< 0.05; n=6.

La proportion de lysosomes déstabilisés a été significativement plus importante une demi-

heure apres le choc thermique qu’apres une, deux et trois heures. Les prélévements ont

tous été réalisés dans les mémes conditions et par le méme expérimentateur. Les huitres a

16°C n’ayant pas subi de stress thermique, cette déstabilisation des lysosomes plus

importante doit avoir pour origine une perturbation autre que thermique.
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Tableau 3. Résultats de I’ANOVA a deux facteurs sur ’effet de [’heure de prélévement et
de la température sur la déstabilisation des lysosomes au cours du test de RRN.

ANOVA Somme des carrés  DdI Carré moyen F  Probabilité
Heure de prélévement 3080,01 3 1026,67 8,42 <0,001
Température 271,7 2 135,85 1,11 0,333
Interaction 886,94 6 147,82 1,21 0,309
Résidu 9633,36 79 121,94

2.2.4- Discussion

Influence des variations thermiques sur les réponses physiologiques

La filtration mesurée a 16°C (3,35 l.h™.g™") est inférieure a celle calculée avec la
relation de Bougrier et al. (1995) qui donne une filtration de 4,7 L.h."'g™" mais elle reste
cohérente par rapport aux résultats obtenus par Barillé et al. (1993) de 2,2 l.h''g",
Deslous-Paoli et al. (1987) avec 4,03 + 2,19 L.Lh".g" mesurées a 20-22°C, Soletchnik et
al.(1991) qui trouvent une filtration variant de 2,4 a 4,8 l.h".g" pour des températures
allant de 14 a 19°C, et de Bayne (2009) qui propose une filtration de 3,4 L.h"g" a 20°C.
Les différences entre les résultats de cette étude et ceux de Bougrier et al.(1995) peuvent
provenir de "espéce de microalgue apportée aux huitres (Palmer, 1980; Barillé et al.,
2003), ces auteurs ayant travaillé avec un mélange (Isochrysis galbana et Chaetoceros
calcitrans) alors que cette étude a été réalisée avec du Skeletonema costatum. Cette
différence peut aussi étre attribuée a des variations de la taille des organes palléaux dont
les branchies (Barillé et al., 2000; Dutertre et al., 2007) ou a des différences génétiques au
sein méme de ’espece (Ren et al., 2000). La consommation d’oxygene mesurée a 16°C
(1,02 + (ET) 0,45 mg0,.h"".g") est proche de celle calculée a partir de ’équation de
Bougrier et al.(1995) de 0,75 mg0,.h"".g". Ces valeurs restent cohérentes avec celles
rencontrées dans la littérature qui vont de 0,8 mg0,.h".g™" a 18°C (Mao et al., 2006), 1,33
mg0,.h™".g™" & 19°C (Haure et al., 2003) a 1,55 mg0,.h"".g" & 20°C (Bayne, 2009).

Une variation brusque de la température d’une amplitude de 6°C en augmentation ou en
diminution a provoqué dans les deux cas des variations de la filtration sur une période de
27 heures, avec cependant une amplitude moins importante (3,92 l.h".g™") lorsque la
température est descendue a 10°C que lorsqu’elle a été augmentée a 22°C (4,94 l.h"".g").

Par contre, la consommation d’oxygéne a présenté des fluctuations importantes
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(amplitude de 1,25 mg 0,.h"".g" & 22°C) quelle que soit la température et ne semble pas
retrouver une valeur stable méme preés 50 heures d’expérimentation. La consommation
d’oxygene est restée toute fois inférieure a 10°C qu’a 16°C avec une moyenne de 0,59 +
0,20 mg0,.h".g.”", ce qui reste en adéquation avec la consommation d’oxygéne calculée
selon la relation de Bougrier et al.(1995) de 0,48 mg0,.h™".g.”". Un retour a la température
d’acclimatation de 16°C n’a pas permis aux huitres placées préalablement a 22°C de
retrouver une filtration correspondant a cette température apres 30 heures
d’expérimentation. La filtration est restée nettement inférieure a celle observée a 16°C
alors que les huitres préalablement placées a 10°C ont rapidement retrouvé une filtration
similaire a celle mesurée a 16°C. Par contre, la consommation d’oxygene des huitres
préalablement placées a 10°C, une fois ramenée a 16°C n’a pas retrouvée sa valeur
initiale alors que les huitres préalablement placées a 22°C ont une consommation
d’oxygene irréguliere qui a oscillée de part et d’autre de la valeur moyenne mesurée a
16°C méme au bout de 30 heures. A ’occasion de ce choc thermique, les deux réponses
physiologiques n’ont pas réagi de la méme maniére, ’huitre a régulé plus rapidement sa
filtration que sa consommation d’oxygeéne quel que soit le sens du choc thermique. Or, une
adaptation rapide des réponses physiologiques aux conditions environnementales
changeantes est importante afin de perturber le moins possible le métabolisme des huitres
et donc leur équilibre énergétique (Wilbur et Hilbish, 1989). Face au choc thermique,
Uhuitre semble réduire sa consommation d’oxygene pour minimiser ses pertes
énergétiques (Bayne et Newell, 1983). La plupart des études ont démontré Ueffet des
variations progressives de température sur la physiologie des huitres (Bayne et Newell,
1983; Shpigel et al., 1992; Haure et al., 1998; Mao et al., 2006), mais peu d’informations
sont disponibles sur U’effet d’un choc thermique. Le sujet a davantage été étudié au
niveau cellulaire par ’analyse de U’expression de protéines (Jackson et al., 2011) ou le
comportement des lysosomes (Zhang et Li, 2006). Le temps de perturbation de la filtration
nécessite donc une période d’acclimatation de 27 heures au minimum, ’expérience
n’ayant pas été menée assez longtemps pour déterminer le temps nécessaire pour que la

consommation d’oxygene retrouve son niveau attendu a 16°C.

Influence des variations thermiques sur la stabilité lysosomale

Le test du rouge neutre est reconnu comme étant un indicateur sensible du stress
causé par des variations de température (Hauton et al., 2001; Keppler, 2007; Zhang et al.,
2006) et les lysosomes représentent un site de détection précoce de la réponse des
bivalves (Harding et al., 2004). Ce test a montré qu’il n’y a pas de déstabilisation des

membranes significativement différentes entre des huitres maintenues a 16°C et celles
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ayant subi un choc thermique d’une amplitude de + 6°C. Les taux observés de
déstabilisation membranaire inférieur a 40 % pourraient alors provenir de la toxicité
naturelle du rouge neutre créant un stress additionnel aux cellules (Lowe et Pipe, 1995;
Hauton et al., 2001). La méthode du test de rouge neutre utilisée dans cette étude a été
inspirée par Ringwood et al.(1998) qui n’effectuait qu’un seul comptage apres 60 min
d’incubation. Cependant, d’autres études ont utilisé un autre protocole consistant a suivre
une lame contenant des hémocytes pendant 180 min et a déterminer le temps au bout
duquel la lame présentait 50 % des hémocytes avec des lysosomes déstabilisés (Harding et
al., 2004; Hauton et al., 2001; Zhang et al., 2006). Des essais préliminaires ont permis de
tester cette méthode mais sans résultat, les 50 % d’hémocytes présentant des lysosomes
déstabilisés n’ont jamais été observés, méme apres 180 min d‘incubation. Ainsi, le choix
de ’une ou l'autre des méthodes a mené a un résultat similaire. Cependant, si dans cette
étude, une variation brusque de température d’une amplitude de 6°C n’a pas provoqué de
stress, Zhang et al. (2006) ont montré qu’une variation de température d’une amplitude
de 10°C (5°C, 15°C et 25°C) a une salinité de 37 %o a été a ’origine d’une déstabilisation
lysosomale significative chez des huitres C.gigas et selon cet auteur, un changement brutal
de la température a le méme effet qu’une variation progressive. Par ailleurs, le temps
d’acclimatation de 24 h a 16°C peut ne pas avoir été suffisant alors que ce méme auteur a
procédé a 7 jours d’acclimatation pour un choc thermique d’une amplitude plus

importante.

2.2.5- Conclusion

L’évaluation d’un stress implique que les indicateurs utilisés soient sensibles et
faciles a mettre en ceuvre (Tremblay et al., 2007) ce qui est le cas de la mesure de la
stabilité lysosomale dans les hémocytes d’huitres. Les résultats obtenus lors de cette
expérience suggerent que le transfert d’un stock d’huitres du milieu naturel vers un
systeme re-circulé, avec une différence de température n’excédant pas 6°C, n’entraine
pas de stress a l’échelle cellulaire. Si la filtration a montré une perturbation au minimum
d’une journée, il est alors nécessaire de prendre en compte ce temps d’acclimatation pour
qu’une détoxification de bivalves contaminés pas des algues toxiques soit pleinement
efficace (Guéguen et al., 2008). Parallélement, |’objectif du maintien du poids des huitres
dans le cadre de la sauvegarde ne serait pas concerné pour une période si courte. Pour une
sauvegarde d’huitres en systeme re-circulé, le choix de la gamme de température de 14°C
a 18°C (chapitre 1.2) a été conforté par les résultats de Zhang et Li (2006) qui ont

déterminé qu’une gamme de 13°C a 17°C était optimale pour assurer une stabilité des

73



membranes lysosomales chez C.gigas. Outre Ueffet de la température sur la physiologie
des bivalves, la mise a sec et le tri des bivalves sont aussi des facteurs a ’origine d’un
stress chez les bivalves (Harding et al., 2004; Zhang et Li, 2006) qui seraient des processus

a prendre en compte lors de placement d’huitres en systeme re-circulé.

2.3- Impact de la vitesse du courant sur les réponses physiologiques de
l’huitre Crassostrea gigas

2.3.1- Introduction

Le maintien de la qualité des bivalves placés en systeme re-circulé passe par la
conservation du poids des individus. La filtration est alors la réponse physiologique a
optimiser par la gestion des facteurs environnementaux. Parmi ceux-ci, le volume d’eau
mis en mouvement dans le systeme re-circulé permet le transport et l’apport aux huitres
de la nourriture (Denis et al., 1999). Le caractere sessile de U’huitre la rend alors
entierement dépendante du flux d’eau, pour son approvisionnement en oxygene et en
microalgues. Plusieurs auteurs ont montré les effets de la vitesse du courant sur les
bivalves, que cela soit au niveau individuel (Grizzle et al., 1992; Kirby-Smith, 1972) ou
populationnel (Dame et al., 1984) en soulignant la difficulté a établir une relation claire
entre le flux d’eau et la croissance des bivalves (Newell et Langdon, 1996). La vitesse du
courant agit sur la croissance des bivalves suspensivores en interaction avec un ensemble
de variables telles que la qualité (Wildish et al., 1992) et la quantité de seston (Grizzle et
Morin, 1989) mais aussi la densité des bivalves, induisant une possible compétition entre
les individus (Kirby-Smith, 1972; Wildish et Kristmanson, 1985). Un flux turbulent ou
laminaire influence différemment le déplacement des matiéres en suspension et modifie la
prise de nourriture par le bivalve (Kirby-Smith, 1972; Wildish et Kristmanson, 1985). La
remise en suspension des biodépOts par un courant trop important entraine une
augmentation de la concentration en matiere en suspension dans le milieu (Widdows et al.,
1998; Mitchell, 2006) qui peut perturber U’activité de filtration (Soletchnik et al., 1991;
Barillé et Prou, 1993; Barillé et al., 1997b). Cependant, le courant permet aussi le
transport des biodépots (Kusuki, 1978) vers une zone de sédimentation pouvant étre mis a
profit pour leur élimination du systeme re-circulé. La population bactérienne responsable
de la nitrification des matieres azotées accumulées dans le systeme re-circulé est aussi
sensible aux turbulences engendrées par le courant (Zhu et Chen, 2001; Timmons et

Ebeling, 2007). La vitesse de ce courant doit alors aussi favoriser cette nitrification qui
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controle la concentration en azote ammoniacal et donc la qualité de l’eau du systeme re-
circulé.

L’effet du courant sur les réponses physiologiques a été étudié chez plusieurs
bivalves tels que les coquilles Saint-Jacques Placopecten magellanicus (Kirby-Smith, 1972;
Wildish et al., 1992) et Argopecten irradians (Eckman et al., 1989) montrant une inhibition
de la filtration et de la croissance pour une vitesse croissante, alors que d’autres études
ont donné des résultats contradictoires selon l’espece de moules considérée. Chez Mytilus
edulis, la filtration diminue pour une vitesse croissante (Wildish et Miyares, 1990) alors que
le phénomene inverse a été observé chez Mytilus galloprovincialis (Denis et al., 1999).
Seule 'huitre Crassostrea virginica a fait ’objet d’une étude démontrant U’effet négatif du
courant sur la croissance entre 2 et 9 cm.s™ (Grizzle et al., 1992; Wilson-Ormond et al.,
1997) mais aucun seuil inhibiteur de la vitesse n’a été déterminé pour U’huitre C.gigas. Or,
la connaissance de U’effet du courant sur la physiologie de ’huitre permettra de choisir au
mieux la vitesse a appliquer au courant dans le systeme re-circulé afin d’en assurer le bon
fonctionnement et de maintenir la qualité du bivalve. L’étude présentée ici a permis de
mesurer l’impact de la vitesse de courant sur la filtration et la consommation d’oxygéne
d’une population d’huitres C. gigas soumise a une gamme de vitesse comprise entre 0 et

7,9 cm.s™.

2.3.2- Matériel et méthodes

Le dispositif expérimental

Des huitres triploides d’un poids total moyen de 69,53 + (ET) 7,00 g ont été
prélevées sur des parcs ostréicoles dans la baie de Bourgneuf en Vendée (46-47°N, 1-2°0).
Apres élimination des épibiontes par brossage, elles ont été placées dans un panier (45
individus par panier) a raison d’un panier par bac pour une période d’acclimatation de 24 h
a 48 h a la vitesse de courant d’expérimentation, a une température de 16°C et sans
apport de nourriture. Le choix de travailler avec des huitres triploides a permis de limiter
effet de la gamétogenese et d’éviter tout risque de ponte pendant les expérimentations.
Une gamme de température optimale pour la sauvegarde de U’huitre en systéme re-circulé
a été définie entre 14°C et 18°C (chapitre 1.2). La température de 16°C a été choisie afin
de se situer au milieu de cet intervalle de température et pour optimiser la gestion des
colits d’énergie du systeme re-circulé. Le courant d’eau appliqué au bac a été induit par
un systéeme d’air-lift placé dans le tuyau d’entrée d’eau du bac. Le débit d’air apporté
permet de régler la vitesse du courant appliqué au bac. Un étalonnage a préalablement

été réalisé a ’aide d’un débitmetre a ultra-son (Fuji, Portaflow). Les mesures ont ensuite
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été converties en vitesse de courant théorique par la formule suivante : Vitesse du courant
(cm.s™")= (débit mesuré / section mouillée du bac) et un abaque a été établi (Fig. 18). Pour
chaque vitesse de courant testée, un panier de 45 huitres a été placé dans un bac de 90 |
fonctionnant en re-circulation et un panier vide a été placé en amont pour limiter !’effet
des turbulences lors des expérimentations réalisées aux vitesses importantes (Fig. 27). De
’eau de mer, préalablement passée sur filtre a sable (filtration a 45 pm) a été apportée a
chaque bac avec un débit d’eau de 72 L.h™, soit un renouvellement horaire de 80 %, et
avec une concentration en phytoplancton (Skeletonema costatum) de 1,43.10* cellules.ml
'. Afin de caractériser les conditions du milieu, deux prélévements d’eau ont été réalisés
en début et en fin de chaque expérimentation, la quantité de seston totale a été évaluée a
partir de la filtration de 0,5 | d’eau sur un filtre Fisherbrand de porosité 0,7 pm
préalablement pesé. Les résidus salins ont été éliminés par un rincage du filtre avec de
eau distillée. Le filtre a ensuite été mis a ’étuve a 50°C pendant 24 heures. La pesée du
filtre ainsi déshydraté donne la masse des matiéres en suspension totale. Le filtre a
ensuite été placé dans un four a 450°C pendant une heure pour détruire la fraction
organique. La pesée du filtre donne la masse du seston minéral. Le seston organique est
déduit par différence entre le seston total et la fraction minérale. Afin de quantifier les
concentrations en carbone et en hydrogene, des volumes d’eau de 35 a 200 ml ont été
filtrés sur filtre Fisherbrand (0,7 pm). Les filtres ont ensuite été conservés a -25°C avant
leur traitement par analyseur CHN (Flash EA 1112 NC, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham). La salle d’expérimentation comprend 12 bacs fonctionnant individuellement en
re-circulation. Chaque vitesse a été testée en triplicat et un quatrieme bac contenant un
panier rempli de coquilles vides a été placé dans les mémes conditions expérimentales
pour servir de témoin de sédimentation. Ainsi, a chaque série d’expérimentation, ’effet
de trois vitesses a pu étre mesuré. Les expérimentations se déroulent sur une période de 3

heures au cours desquelles des vitesses de courant allant de 0 a 7,9 cm.s™ ont été testées.
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Figure 27. Dispositif de mesures de [’effet du courant sur les réponses physiologiques de
45 huitres Crassostrea gigas disposées dans un panier (a). b : arrivée de [’eau mise en
mouvement par ’air-lift ; ¢ : panier vide placé pour limiter [’impact des turbulences dies
a air-lift lors des mesures des vitesses de courant importantes. d : arrivée d’eau de mer
de renouvellement.

Suivi des fonctions physiologiques

Pour toutes les expérimentations, la concentration d’oxygene a été mesurée toutes
les 20 minutes a I’aide d’une sonde a membrane WTW a ’extrémité de chaque bac et des
mesures de fluorimétrie ont été réalisées avec un fluorimetre (Turner Designs 10-AU) sur
un prélévement d’eau réalisé en sortie de bac. La filtration (F, L.h".individu') a été
calculée selon la relation suivante : F = [(Fe - Fs) / Fe]. D avec F. = Fluorescence mesurée a
la sortie des bacs servant de témoin de sédimentation ; F, = Fluorescence mesurée a la

sortie des bacs contenant les individus; D = Débit (l.h™"). La consommation d’oxygéne (CO,

mg.h".individu”) a été calculée selon la relation suivante : CO = (O, - O;). D avec O

concentration en oxygene a la sortie des bacs de témoin de sédimentation; O,
concentration en oxygene a la sortie bacs contenant les individus. Afin de comparer des
individus de tailles différentes, les réponses physiologiques ont été standardisées a celle
d’un animal d’un gramme de poids sec a l’aide de la formule proposée par Bayne et Newell
(1983) : Y, = (W, / We)®.Ye, avec Y, pour la réponse standardisée, W; le poids standard d’un
g, W.le poids observé, Y. la réponse observée et b le ccefficient d’allométrie. Des
coefficients d’allométrie de 0,62 et de 0,74 ont été appliqués respectivement pour la
filtration et la consommation d’oxygene (Haure et al., 1998).

En fin d’expérience, le poids sec de la population de chaque panier a été déterminé
(n=45). Les chairs ont été congelées a -20°C pendant 48 heures puis lyophilisées (CHRIST
Alpha 1/6) a -54°C pendant 48 heures et pesées sur une balance Mettler Toledo.
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2.3.3- Résultats

Sur ensemble des expérimentations, la température et la salinité ont été stables
avec respectivement 15,99 + (ET) 0,39 °C et 33,51 + (ET) 1,20 %.. La concentration en
seston total mesurée sur ’ensemble des expérimentations a été de 11,51 + (ET) 5,53 mg.l"
avec une concentration en matiére organique de 3,58 + (ET) 1,39 mg.l’, et une
concentration en matiére inorganique de 8,21 + (ET) 4,23 mg.l". La fraction organique du
seston total représentait en moyenne 31,1 %, essentiellement composée par l’apport de
microalgues Skeletonema costatum. La concentration en carbone des matieres en
suspension mesurée sur l’ensemble des expérimentations a été de 0,59 + (ET) 0,14 mg.l"
et la concentration en azote a été de 0,12 + (ET) 0,05 mg.l"". Le rapport C/N caractérisant
la matiére en suspension est alors de 4,92. Douze vitesses de courant testées ont montré
un effet négatif significatif sur la filtration des huitres (ANOVA, p < 0,05) (Fig. 28). Pour
une vitesse de courant nulle, la filtration a été de 5,57 + (ET) 0,12 L.Lh".g" diminuant
jusqu’a 2,98 + (ET) 0,31 l.h"".g”" pour une vitesse de 7,9 cm.s™. La relation entre la vitesse
de courant et la filtration des huitres a été décrite par une relation linaire significative (p
< 0,05), caractérisée par un coefficient de détermination de 0,81. Les dimensions du bac
de stockage n’ont pas permis de tester des vitesses supérieures en raison de pertes d’eau

par débordement et de la limite d’utilisation du systeme d’air-lift (chapitre 1).

lal 1
TOT

s y=-0,26 x+5,11
R2= 0,81

Filtration (Lh"1.g"1)

Vitesse du courant (cm.s'1)

Figure 28. Effet de la vitesse du courant sur la filtration chez [’huitre Crassostrea gigas.
Les barres d’erreurs représentent les écarts types, n=3.
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Une vitesse de courant croissante a un effet négatif significatif sur la consommation
d’oxygéne (p < 0,05 ; R? = 0,84) qui décroit jusqu’a une vitesse de 3,5 cm.s”, au dela de
laquelle elle se stabilise (Fig. 29). La consommation d’oxygene a diminué de 3,31 + (ET)
0,74 mg0,.h™".g™" pour une vitesse de courant de 0,3 cm.s"a 0,27 + (ET) 0,02 mg0,.g".h" a
partir de 3,5 cm.s™.

y =3,21e "%
4,57 R*=0,84

Consommation d'oxygéne (mg0,.h".g™”)
N
@

o
N
N
w
N
(S}
o
~

Vitesse de courant (cm.s™)

Figure 29. Effet de la vitesse du courant sur a consommation d’oxygene chez [’huitre
Crassostrea gigas. Les barres d’erreurs représentent les écarts types, n =3.

La vitesse de courant mesurée correspond a celle appliquée au bac et calculée par
conversion du débit d’eau crée par ’air-lift. Cette vitesse vient s’appliquer a ’ensemble
du panier contenant les huitres, cependant les huitres situées au milieu du panier ont été
soumises a une vitesse de courant supérieure. Une relation entre ces deux vitesses a été
établie a partir de ’estimation de la surface de la section correspondant aux interstices
entre les huitres. Cette surface a été obtenue par mesure du volume d’eau déplacé par un
panier d’huitres tel que : V, =D / (S, - (Vn/L)), avec V, la vitesse calculée au sein du panier
(cm.s™), D le débit appliqué au circuit (cm®.s™), Sp la section du panier (cm?), Vj, le volume
d’eau déplacé par le panier d’huitres (cm’) et L la longueur du panier (cm). La vitesse
théorique au sein du panier a été estimée a 1,5 fois celle calculée dans le bac. Ainsi, les
vitesses de courant théoriques estimées au milieu du panier ont varié de 2 a 12 cm.s™
(Tableau 4).
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Tableau 4. Correspondance entre les vitesses de courant appliquées au bac de stockage
(V) et celles estimées a ’intérieur d’un panier (V).

V, (cm.s™) 1,3 2,3 3,1 3,5 4,6 6,2 7,9
V, (cm.s") 2,0 3,4 4,7 5,3 6,9 9,4 12,0

2.3.4- Discussion

Les réponses physiologiques de la population d’huitres ont montré des valeurs
particulierement élevées au cours de cette étude. Ainsi, selon le modele de Bougrier et al.
(1995), la filtration de Uhuitre & 16°C est de 4,71 l.h™".g" sans considération de vitesse de
courant, alors que la filtration mesurée au cours de cette étude a atteint 5,57 + (ET) 0,12
l.h™".g" sans courant. De méme, la consommation d’oxygéne selon le modéle de Bougier et
al. (1995) serait de 0,75 mg0,.h"".g™ a 16°C alors qu’une consommation d’oxygéne de 3,31
+ 0,74 mg0,.h™".g" a été mesurée a la vitesse de courant la plus faible. Cette valeur reste
élevée au regard des consommations d’oxygene mentionnées dans la littérature avec 0,8
mg0,.h™".g™" & 18°C (Mao et al., 2006), 1,33 mg0,.h™".g" & 19°C (Haure et al., 2003) et 1,55
mg0,.h™".g™" & 20°C (Bayne, 2009). L’utilisation d’huitres triploides ne peut expliquer ces
différences, puisqu’il a été démontré que le niveau de ploidie n’a pas d’effet significatif
sur la consommation d’oxygene et la filtration (Shpigel et al., 1992; Kesarcodi-Watson et
al., 2001a). La concentration en seston de 11,51 + (ET) 5,53 mg.l" a représenté un faible
niveau de turbidité, sans impact sur la filtration des huitres (Barillé et al., 1997b). De
méme, la qualité de la nourriture décrite n’a pas été une contrainte pour les huitres, le
rapport C/N proche de 5 illustre une dominance de carbone d’origine vivante
correspondant aux apports de phytoplancton non dégradé (Happ et al., 1977; Wilson-
Ormond et al., 1997). Il reste difficile d’expliquer ces fortes valeurs et des variations de la
taille des branchies (Barillé et al., 2000; Dutertre et al., 2007) ou des différences
génétiques au sein méme de ’espéce peuvent étre avancés (Ren et al., 2000).

La filtration de ’huitre décroit linéairement avec une augmentation de la vitesse
du courant de 0 a 7,9 cm.s' alors que la consommation d’oxygéne a montré une
décroissance linéaire jusqu’a une vitesse de 3,5 cm.s' puis elle s’est stabilisée. Cette
stabilisation peut étre expliquée par un biais expérimental lié a Uutilisation du systeme
d’air-lift. Pour obtenir une vitesse de courant de 3,5 cm.s™, il faut appliquer un débit d’air
de 40 L.min™ qui a crée des turbulences importantes (Fig. 30), ramenant systématiquement

la concentration en oxygene de l'eau a des valeurs proches de la saturation. Ce
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Chapitre 2 : Réponses de [’huitre Crassostrea gigas a deux parametres

phénomene a probablement masqué une partie de la consommation réelle, sous-estimant

ainsi les valeurs mesurées.

1

Figure 30. Turbulences engendrées par le systéeme d’air-lift réglé a un débit de 40 [.min".

Les résultats obtenus a l’occasion de cette étude ont montré que plus la vitesse de
courant appliquée au systéme re-circulé est importante, plus [’huitre ralentit ses fonctions
d’alimentation et de respiration. Ces résultats corroborent majoritairement les
observations mentionnées dans la littérature et les phénoménes qui expliquent l’impact de
la vitesse du courant sur la croissance des bivalves ont surtout été étudiés chez la coquille
Saint-Jacques. Ainsi, Kirby-Smith (1972) et Eckman et al. (1989) ont observé une relation
négative entre la vitesse de courant et la croissance d’Argopecten irradians concentricus
entre 0,21 cm.s" et 17 cm.s™ et Wildish et al. (1987) ont aussi démontré un impact négatif
de la vitesse de courant sur la croissance et la filtration chez Placopecten magellanicus
dans une gamme de vitesse allant de 0 a 20 cm.s™. L’effet de la vitesse du courant a été
également étudié chez la moule Mytilus edulis (Wildish et Miyares, 1990), la palourde
Ruditapes decussatus (Sobral et Widdows, 2000) et le clam Mercenaria mercenaria (Grizzle
et Morin, 1989) alors que trés peu d’auteurs ont abordé le cas de U’huitre. Seuls Grizzle et
al. (1992) ont démontré U'effet négatif de la vitesse du courant sur la croissance de
Crassostrea virginica a |’occasion d’une étude comparant la réaction de bivalves dotés ou
dépourvus de siphons. Wilson-Ormond et al. (1997) ont proposé une analyse de U'effet de la
densité et la quantité de nourriture en fonction du flux d’eau a micro-échelle sur une
population d’huitres C.virginica. C’est une approche multifactorielle qui est préférée pour
étudier au mieux cette problématique (Eckman et al., 1989; Grizzle et Morin, 1989) . En
effet, plusieurs facteurs interagissent et doivent étre pris en compte pour comprendre ce
phénomene. Plusieurs études, qui n’abordent d’ailleurs jamais "impact de la vitesse du
courant sur la consommation d’oxygene, ont montré l’importance de corréler la vitesse du

courant avec la concentration en phytoplancton du milieu en raison d’un effet
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concurrentiel (Grizzle et Morin, 1989). Ainsi, a une faible vitesse de courant, le méme
volume d’eau peu avoir été re-filtré plusieurs fois par les bivalves entrainant une déplétion
en nourriture (Sobral, Widdows, 2000; Wilson-Ormond et al., 1997) et une baisse de la
croissance des individus. Au sein d’une population, la position de l’individu en amont ou en
aval favorisera ou non son acces a la nourriture (Wilson-Ormond et al., 1997) et le flux
d’eau minimal a apporter est alors fonction de la densité de la population et la quantité
de nourriture (Kirby-Smith, 1972; Wildish et Kristmanson, 1985; Wilson-Ormond et al.,
1997). La disponibilité en nourriture est alors dépendante de linteraction de trois
éléments, la quantité de nourriture présente dans la colonne d’eau, la vitesse du courant
et la densité de la population (Wilson-Ormond et al., 1997). Si la quantité de nourriture
apportée est cruciale, sa qualité est aussi importante méme si elle reste indépendante de
la vitesse du courant. Elle joue un impact non négligeable sur la croissance des individus
(Wilson-Ormond et al., 1997). Wildish et al.(1992) ont aussi démontré un effet significatif
de la concentration en phytoplancton sur la filtration chez Placopecten magellanicus. Pour
mesurer l'impact de la vitesse du courant, les mesures de filtration et de croissance des
individus doivent étre alors réalisées en s’assurant que la concentration en phytoplancton
ne soit pas un facteur limitant, par un apport suffisant de phytoplancton ou en travaillant
avec une densité d’individus limitée (Wildish et al., 1987; Wildish et Miyares, 1990). Ce
probleme a d’ailleurs été rencontré par Wildish et Kristmanson (1985) qui ont observé un
effet positif de la vitesse de courant sur la croissance de la moule Mytilus edulis sur une
gamme de 0,10 & 3,89 cm.s™”, lié a la diminution de 'effet de déplétion en nourriture. Par
la suite, Wildish et Miyares (1990) et Denis et al. (1999) ont montré U'effet négatif de la
vitesse de courant sur la filtration respectivement des moules Mytilus edulis et Mytilus
galloprovincialis pour une gamme de vitesse allant de 6 a 30 cm.s”. Mais cette phase de
croissance positivement corrélée avec la vitesse du courant a aussi été observée chez
d’autres auteurs et sur d’autres especes. Wildish et al.(1992) ont identifié chez
Placopecten magellanicus une vitesse de courant optimisant la filtration, jusqu’a une
valeur limite au-dela de laquelle la filtration chute. Or, nos résultats n’ont pas permis de
d’observer cette phase, l'effet déplétion a petite vitesse de courant n’a pas eu lieu, la
concentration en phytoplancton apportée pour une population de 45 huitres semble avoir
été suffisante et la filtration a subi 'impact de phénomenes autres des les plus faibles
vitesses. Parmi les facteurs qui ont été avancés pour expliquer cet effet négatif de la
vitesse du courant sur la filtration, et a plus long terme sur la croissance des bivalves,
Wildish et Kristmanson (1985) ont mentionné LUinfluence d’un flux turbulent, par
opposition a un flux laminaire, sur ’homogénéisation du seston, mais ils ont précisé que ce
facteur intervenait, dans leurs conditions expérimentales, pour des vitesses de courant

inférieures a 3 cm.s”. Ekman et al. (1989) ont définitivement écarté U'influence de ce
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facteur, mais ils ont montré ’impact significatif de l’orientation de juvéniles d’Argopecten
irradians concentricus par rapport a la direction du flux, avec leur face antérieure
préférentiellement orientée face au flux, les individus ont alors été soumis ainsi a des
conditions hydrodynamiques locales favorables (Wildish et al., 1987). La différence de
pression subie entre l’ouverture inhalante et exhalante du bivalve a été avancé comme
explication (Wildish et al., 1987). Une pression trop importante au niveau de la partie
inhalante du bivalve perturberait U'activité ciliaire entrainant alors une diminution de
[’activité de pompage chez la moule pour des vitesses supérieures a 25 cm.s™' (Eckman et
al., 1989; Wildish et Miyares, 1990). Selon Grizzle et al. (1992) une croissance individuelle
maximale pourrait étre attendue pour une vitesse de courant approchant la vitesse de
pompage du bivalve. La comparaison entre le comportement du clam Mercenaria
mercenaria, bivalve fouisseur et donc doté de siphons, et de ’huitre Crassostrea virginica,
bivalve sessile sans siphon, a montré que les premiers disposent de siphons inhalants et
exhalants proches et donc exposés a la méme vitesse de courant ne subissant ainsi pas de
différence de pression contrairement aux huitres (Grizzle et al., 1992). Par ailleurs, chez
un bivalve disposant de siphons, le diamétre des siphons et donc la surface sensible a la
pression est inférieure a la partie inhalante d’un bivalve sans siphon permettant une
meilleure gestion de la pression ambiante. La capacité de Mercenaria mercenaria a
expulser le volume d’eau exhalant a une hauteur différente de celle ou s’effectue le
pompage dans la colonne d’eau, limite aussi le risque de repompage d’un méme volume
d’eau épurée des particules de nourriture (Sobral et Widdows, 2000). Ces stratégies
permettent alors aux bivalves siphonés une filtration plus importante et une meilleure
croissance que les bivalves non fouisseurs (Sobral et Widdows, 2000). L’incapacité des
huitres et des moules a se déplacer pour bénéficier de meilleures conditions
hydrodynamiques renforce cette différence, rendant les bivalves non fouisseurs plus
sensibles au manque de nourriture en cas de faible débit d’eau et donc de vitesse de
courant insuffisante, ou en cas de pression trop forte lors de vitesse importante. Ces
différents travaux ont permis d’expliquer que les bivalves siphonés ont montré une
corrélation positive entre leur croissance et la vitesse de courant, a la différence des
huitres, des coquilles Saint-Jacques et des moules (Grizzle et Morin, 1989; Grizzle et al.,
1992). C’est donc surtout un effet mécanique qui serait alors a l'origine de la diminution
de la filtration en cas de vitesse de courant croissante allant jusqu'a un arrét de la
filtration et une fermeture des valves des individus (Wildish et Kristmanson, 1985; Wilson-
Ormond et al., 1997). Ce phénomene limite ainsi la prise de nourriture et la consommation
en oxygéne et oblige le bivalve a réduire son métabolisme (Riisgard et al., 2003). Les
différentes réponses des bivalves a une augmentation de la vitesse de courant révelent

leur capacité d’adaptation physiologique (Denis et al., 1999; Eckman et al., 1989; Wildish
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et al., 1992) avec une régulation de la filtration et la fermeture des valves (Riisgard et al.,
2003). Ce phénomeéne serait tout autant développé pour des huitres organisées en récif et
soumises a de forts courants de marée (Kirby-Smith, 1972) pouvant aller jusqu’a 100 cm.s™
(Wildish et Kristmanson, 1988). D’autres parameétres ont pu interférer avec la vitesse de
courant lors des mesures de filtration et plus largement de croissance. L’augmentation de
la vitesse de courant induit une remise en suspension du seston et une augmentation de la
turbidité (Sobral et Widdows, 2000). Les effets de la turbidité sur la filtration ont
largement été étudiés chez ’huitre (Barillé et al., 1997b) avec une filtration perturbée
partir de 60 mg.l"" de matiére en suspension (Soletchnik et al., 1991; Barillé et Prou, 1993)
et une saturation de la filtration a 192 mg.l" (Barillé et Prou, 1993; Barillé et al., 1997a).
Enfin la méthodologie utilisée pour mesurer la filtration peut aussi étre une source de
variations, chaque méthode ayant ses avantages et ses inconvénients (Wildish et
Kristmanson, 1988). Plusieurs études ont été réalisées en laboratoire a ’aide d’un
dispositif utilisant des tuyaux parcourus par un courant d’eau a débit constant, initié par
une différence de hauteur d’eau et un apport en nourriture composé de seston issu du
milieu naturel (Kirby-Smith, 1972; Wildish et Kristmanson, 1985; Wildish et al., 1987;
Eckman et al., 1989; Grizzle et al., 1992). Si ce dispositif a permis de tester l'effet du
seston naturel, il peut présenter un risque de déplétion par une absence de gestion des
concentrations algales a faible vitesse de courant, avec un risque de mesurer davantage un
effet déplétion qu’un véritable impact de la vitesse de courant (Riisgard, 2001). D’autres
auteurs ont pris en compte ce biais et ont travaillé avec du phytoplancton de culture
permettant de gérer la concentration et la vitesse du courant a été crée par une hélice
assurant ainsi une indépendance des deux parametres (Wildish et Miyares, 1990; Wildish et
al., 1992; Denis et al., 1999; Sobral et Widdows, 2000). Pour ’étude présentée ici, le choix
de mesurer Ueffet de la vitesse de courant sur les réponses physiologiques dans le systeme
re-circulé lui-méme a permis de travailler en conditions réelles, ’indépendance de
apport du phytoplancton et du courant a permis d’éviter une déplétion du milieu.
Cependant, les dimensions importantes du bac et le calcul de la vitesse a partir d’un débit
ont pu étre a lorigine d’approximations. La consommation d’oxygéne n’a pas été
mentionnée par les auteurs cités ici et aucune étude n’a fait état de ’impact de la vitesse
du courant sur cette réponse physiologique. Nos mesures ont montré une évolution de la
consommation d’oxygéne similaire a celle de la filtration jusqu’a 3,5 cm.s”. L’influence
d’un effet mécanique de la vitesse du courant sur la consommation d’oxygéne est donc
trés probable. La pression subie par les branchies augmenterait avec la vitesse, limitant
alors ’absorption de l’oxygene, avec pour conséquence une consommation réduite par

’huitre.
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2.3.5- Conclusion

Les résultats présentés dans cette étude ont montré ’effet significatif de la vitesse
du courant sur les réponses physiologiques de !’huitre Crassostrea gigas. Cette influence
n’avait jusqu’ici jamais été étudiée pour cette espece et reste en accord avec l’ensemble
des résultats observés sur les bivalves suspensivores. La pression croissante induite par une
vitesse de courant en augmentation aurait un effet mécanique sur les structures ciliaires
responsables de la filtration et le fonctionnement de la branchie (Barillé, 1994; Beninger
et Dufour, 1996; Beninger et al., 2005) et le méme phénomene serait aussi probablement a
origine des résultats observés pour la consommation d’oxygene. Les mesures effectuées
concernent une filtration estimée sur 3 heures et une extrapolation a une croissance, ou
un maintien du poids des individus, sur une période de cing semaines permettrait de
déterminer précisément la vitesse de courant a appliquer au systeme re-circulé.
Cependant, la vitesse de courant n’agit pas uniquement sur les huitres mais sur [’ensemble
du systéme re-circulé. Elle influence le transport des particules en suspensions,
principalement les biodépots, et l’activité de la population bactérienne impliquée dans le
traitement des matiéres azotées dissoutes. L’effet de la vitesse de courant sur la
nitrification a peu été étudié dans le cadre des systéemes re-circulés, mais ce processus est
crucial pour la conservation de la qualité de Ueau. La transformation de ’azote
ammoniacal excrété par les huitres par ’activité de nitrification réalisée par la population
bactérienne nécessite alors d’étre étudiée et prise en compte pour étre intégrée a une
analyse globale du fonctionnement du systéme re-circulé. Une modélisation de |’ensemble
des parametres et des réponses physiologiques de ’huitre, ou la vitesse du courant serait
une variable forcante, permettrait de simuler les conditions optimales nécessaires pour

atteindre les objectifs de conservation des huitres.
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CHAPITRE 3 : Analyse des flux d’azote et
application au systéeme re-circulé a ’aide
de la modélisation






3.1- Introduction

Les matiéres azotées dissoutes ont un role important dans la gestion de la qualité
de ’eau en systéme re-circulé (Timmons et Ebeling, 2007). L’identification des sources et
des processus de transformation est nécessaire pour un controle des flux d’azote. La
quantification de ’azote ammoniacal total (N-NH4"/NHs), des nitrites et des nitrates font
’objet d’un suivi particulier afin que les concentrations n’atteignent pas les seuils de
toxicité des bivalves. Le systeme re-circulé est caractérisé par une simplification des flux
en azote en comparaison avec un écosystéeme en milieu naturel. En effet, ’absence de
sédiment évite toute interaction avec les communautés bactériennes impliquées dans
l’oxydation des composés organiques et la régénération des nutriments (Herbert, 1999). La
fixation de l’azote par la production primaire est exclue en raison de ’absence de
croissance de végétaux, assurée par une mise a l’obscurité du systeme re-circulé. La
principale source d’azote identifiée est issue de U’excrétion azotée des huitres dont
Uimportance est liée aux conditions environnementales. L’excrétion azotée a alors été
estimée en fonction de deux parametres déterminants, la quantité de nourriture apportée
et la température. La loi d’excrétion établie a permis de quantifier le flux majeur d’entrée
d’azote du systeme alors que le principal processus de transformation de [’azote
ammoniacal en nitrate est la nitrification. Le choix de ne pas équiper le systéme re-circulé
d’un filtre biologique a nécessité de comprendre le role des populations bactériennes
associées aux huitres dans ce processus. Une estimation du taux de nitrification potentiel
lié aux différentes parties du bivalve (coquille et chair) a permis de quantifier le flux de
transformation de [’azote ammoniacal total en nitrate.

La derniére partie de ce travail de these a été consacrée a la modélisation de
’ensemble des processus intervant dans le systéme re-circulé. Ce modéle permet
d’associer les réponses physiologiques des huitres, filtration, respiration et excrétion
azotée et les différents flux d’azote afin d’optimiser les conditions de sauvegarde et
d’assurer le maintien de la qualité de ’eau du systeme. Cette modélisation a permis de
simuler les conditions optimales et les limites de la sauvegarde des huitres en systéeme re-
circulé pour une transposition future de nos prototypes de recherche au milieu

professionnel.
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3.2- Excrétion ammoniacale et taux de nitrification potentiel chez
I’huitre Pacifique Crassostrea gigas : application a un systéme re-
circulé

Ces travaux ont fait l’objet d’une publication soumise au journal « Aquaculture » et ils

sont présentés en pages suivantes.

90



Ammonia excretion and potential nitrification rates of the Pacific

oyster Crassostrea gigas: application to a recirculation tank

Florence Buzin"?, Béatrice Dupuy’, Sébastien Lefebvre?, Laurent Barillé?, Joél Haure'

' IFREMER, Laboratoire de Génétique et Pathologie, Polder des Champs, Bouin, F-85230
France

2 Université de Nantes, Mer Molécules Santé EA 2160, Faculté des Sciences et des
Techniques, BP 92208, 2 rue de la Houssiniére, Nantes, F-44322 France

3 Université de Lille 1 Sciences et Technologies, CNRS, UMR 8187 Laboratoire

d’Océanographie et de Géoscience, Wimereux Marine Station, 28 av. Foch, Wimereux, F-

62930 France

* corresponding author:
TEL: (33) 02 5168 89 41; FAX: (33) 02 51 49 34 12,

EMAIL: florence.buzin®@ifremer.fr

91



3.2.1- Abstract

In response to the closure of shellfish production sites due to crises in relation to
water quality crisis, land-based recirculating systems could be used to store bivalves during
these difficult periods. In such systems, the food supply and the water temperature are
two variables that could influence the bivalve excretion rate of ammonia whose
concentration may become critical for the water quality. In this study, we estimated the
Total Ammonia Nitrogen (TAN, N-NH,'/NH;) excretion of the Pacific oyster Crassostrea
gigas over a range of temperatures and food levels. We further investigated whether the
bacterial population associated with the oysters could act as a natural biofilter by
measuring of the Potential Nitrification Rate (PNR) of the shell and the soft tissue. The
TAN excretion rate varied significantly with temperature and food levels and represented a
mean excretion rate of 0.53 + 0.18 pmol N.h™.gDW™". The PNRs were significantly different
depending on the shell surface considered with a PNR of 0.42 + 0.11 nmol N.cm™.h™" for the
internal part, 0.96 + 0.15 nmol N.cm™?.h™" for the external part of the shell and 59 nmol
N.h™'.g™ for the soft-tissues. The extrapolation of these results to an oyster stock of 180 kg
kept in a recirculating tank showed that a total surface of 46.6 m* was available for the
nitrifying bacterial population. The key role played by this bacterial population colonizing
the bivalve shell suggest that such an oyster stock could be stored in a recirculating tank

without the addition of a biofilter, which would represent a real economical avantage.

3.2.2- Introduction

The Pacific oyster Crassostrea gigas represents a large part of the French mollusc
production with 112,760 tons in 2007 (FAO, 2009) but the occurrence of production-site
closures due to water quality crises is now destabilizing this economic activity more
frequently. To deal with this problem, risk management must be seriously taken into
account and research must be carried out to develop sustainable solutions. One option is
to use recirculating systems on land to store bivalves during a water crises. Usually, these
systems are used for the growing-on of aquatic organisms in a controlled environment,
with the objective of high economic productivity per unit volume of rearing space
(Timmons et Ebeling, 2007). This process requires the management of multiple water
quality variables (Losordo et al., 1999; Frias et Segovia, 2010; Martins et al., 2010).
However, although this technique is well developed in fish farming (Timmons et Ebeling,

2007), the majority of the information cannot be directly applied to bivalves.
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Oysters stored in a recirculating system for a given period require a food supply to avoid
weight loss and to maintain their quality. Food level and temperature represent two key
variables for the oyster energy budget (Alunno-Bruscia et al., 2011), controlling energy
acquisition, excretion and metabolic expenditure. Although ammonia fluxes are assumed
to be only a minor component of theoyster energy budget (Barillé et al., 1997a; Kesarcodi-
Watson et al., 2001 a,b) they can become critical in a recirculating or depuration system
(Boulter et Wilson, 1998). The general trend for bivalves is an increasing ammonia
excretion with increasing temperature (Emerson, 1969; Bayne et Scullard, 1977; Shpigel et
al., 1992; Boulter et Wilson, 1998) while excretion is negatively related to food level in
juvenile Sydney rock oysters (Kesarcodi-Watson et al., 2001a), with no effect on adults.
However, there are only a few fragmentary studies on the Pacific oyster C. gigas and these
do not consider both parameters (Shpigel et al., 1992; Boulter et Wilson, 1998). The effect
of temperature and food level on the ammonia excretion rate should therefore be
investigated in C. gigas since most of the literature relates to other species.

Although, overall, molluscs appear rather tolerant to high ammonia concentration
(Boardman et al., 2004), various effects of ammonia accumulation have been reported
such as cellular stress (Keppler, 2007), disruption of the filtration activity (Epifanio et
Srna, 1975) and a significant decrease in growth (Colt et Armstrong, 1981). Among the
different forms of nitrogen, Total Ammonia Nitrogen (TAN for N-NH,"/NH3) and nitrite are
known to be toxic at high concentration (Colt et Armstrong, 1981) and remain a major
obstacle to conserving good water quality. For nitrites, the first disruption were recorded
above the rather high concentration of 2.102 N0, mol.l" for Crassostrea virginica (Epifanio
et Srna, 1975) and this nitrogen form remains an intermediate stage when the nitrification
is efficient. For a recirculating tank, the water renewal should be considered as minimal
and is not the solution for a significant TAN elimination. On the other hand, nitrification is
usually the process used in closed systems to reduce TAN concentration with the use of a
biofilter (Losordo et al., 1999; Chen et al., 2006; Aslan et Dahabb, 2008). In this work, we
investigated whether the bacterial population associated with the oysters could act as a
natural biofilter. In fact, Welsh and Castadelli (2004) have shown that the presence of a
bacterial population associated with the shells and tissue of filter-feeding bivalves could
have a significant nitrifying activity but this has not yet been investigated in the oyster C.
gigas. The distribution of the bacterial population between the shell and the tissue of
oysters and its activity could provide an estimation of the Potential Nitrification Rate
(PNR) of the bivalve. With these data, we tried to establish a nitrogen budget at the level
of a population of oysters stored in a recirculating tank, and to see if the efficiency of
nitrification by the bacterial population harboured by the oysters could compensate the

TAN input linked to their dissolved excretion.
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Two experiments were set up to assess the ammonia fluxes. First, we estimated TAN
excretion of the oyster over a range of temperatures and food levels. The second
experiment measured the PNR of the two main parts of the bivalve, the shell and the

tissue. These results were used to predict the TAN variations in a recirculating tank.

3.2.3- Material and methods

3.2.3.1. TAN excretion measurement

Biological material and experimental set-up

Experiments were carried out in 2009 at the IFREMER experimental station of Bouin
(France) located in a polder used by oyster producers. It was decided to test the influence
of three temperatures, 13°C, 16°C and 22°C, crossed with three food levels, on oyster
ammonia excretion (Table 5). The temperature ranges were previously determined by
studying the oyster filtration activity and considering the economic cost of temperature
management in a recirculating system. The food levels were estimated by a Scope For
Growth model (Méléder et al., 2001) at a concentration such that oysters stored for 5
weeks would maintain their dry weight (DW). Oysters were collected for each experiment
from nearby the Bourgneuf Bay on the French Atlantic coast (46-47°N, 1-2°W). Triploid
oysters were chosen to avoid gametogenesis and spawning during the experiments. They
were cleaned of epibionts by brushing, placed in a 60-litre tanks and acclimated for 5 days
without food at the temperature corresponding to the experiment. The water was

previously filtered on a sand filter at 50 ym and the open flow was 250 L.h™.

Feeding stage

During the second stage, the oysters were distributed in 3 tanks and conditioned for
5 days at the experimental temperature. The first tank (C1) was not fed, the second one
(C2) was fed with the diatom Skeletonema costatum, at a concentration of 10° cells.ml”
and distributed with a flow rate of 1.5 [.h"", and the third tank (C3) was fed with the same
algal culture with a flow rate of 12.5 L.Lh™". This microalgae has been successfully used in
large-scale units to grow and fatten Pacific oysters (Méléder et al., 2001). Twice a day, a
water sample was taken from every tank to assess the food levels. The water was filtered

on a Whatman GF/C filter (0.7um) and the carbon (C) concentration was subsequently
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measured using a CHN analyser (Flash EA 1112 NC, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham).

Excretion measurement

The ammonia excretion was measured on six oysters randomly chosen for each
condition. Each oyster was placed individually in a 2-litre beaker filled with filtered
seawater (0.22 pm). Two empty shells were used as the control. All the beakers were
placed in a tank equipped with a heat pump to ensure the thermo-regulation of the water.
The beakers were covered to avoid evaporation and to maintain a stable salinity. Oxygen
saturation was ensured by the aeration of each beaker. During the experiment, the oysters
were starved without water renewal and the bacterial activity was neutralized by the
addition of 10 mg.l" oxolinic acid to avoid a loss of TAN (N-NH,"/NH;) by the nitrification
process. The TAN concentration was measured twice a day for 8 days by the indo-phenol
blue method (Solorzano, 1969). At the end of the experiment, the dry weight (DW) was
determined for each individual by freezing the flesh at -20°C for 48 hours followed by a
lyophilization (CHRIST Alpha 1/6) at -54°C for 48 hours and then by weighing on a Mettler
Toledo balance. The C and N content of the tissues were determined on the same samples
using the CHN analyser.

The TAN production estimated for each oyster was standardized using the
allometric relationship established by Bayne and Newell (1983), with an allometric
coefficient of 0.6 (Bayne et Svensson, 2006). According to Van Haren and Kooijman (1993),
the excretion rate does not depend on the whole body of the oyster but should be related
to the soma. For this reason, the excretion rate was standardized to an animal of 1 g of dry
weight of soma (DWsoma) using the following formula Y = (W / W.)®. Y. where Y, is the
standardized rate, W; the standard weight (here 1 g DWsoma), W, the observed weight, Y.
the observed rate and b the allometric coefficient (here 0.6, see above).

The calculation of the weight of the soma was based on the relation between the
stoichiometric C/N distribution and the biochemical composition of the tissue (Gnaiger et
Bitterlich, 1984). The carbon content of a bivalve tissue is well correlated to glycogen
content and the correspondence between protein and nitrogen composition has been
demonstrated (Rodhouse et al., 1984; Hawkins et al., 1985; Smaal et Vonck, 1997).
According to the observations of Marin Leal et al.(2008) an oyster with a minimum reserve
presents a C/N ratio of ca. 5 adjusted to 4 in this study. The soma dry weight (DWsoma)
was thus calculated as follows: DWsoma = DWtotal - [((C/N )- 4) / C/N ]. DWtotal
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3.2.3.2. Potential nitrification rates

This experiment was inspired by the protocol proposed by Welsh and Castadelli
(2004) to measure the Potential Nitrification Rate (PNR) of different parts of a mollusc,
expressed as a flux per unit time. In our experiment, the shells and the flesh of nine
oysters (mean total weight (+ SD) of 59.35 + 7.80 g) were distributed in 9 beakers. These
oysters had been kept in the recirculating system for several days to enable the bacterial
population to be fully efficient. Three shells per beaker (in triplicate), were used to
measure the PNR of the internal shell surface, three other shells per beaker to measure
the external shell surface (in triplicate) and three flesh per beaker (in triplicate) were
used to measure the PNR associated with the soft tissue. The external or the internal parts
of half of the shells not being considered were sterilized with an absorbent paper soaked in
ethanol and then rinsed to eliminated the residual ethanol. A beaker without shell or flesh
was used as a control. All the beakers were filled with 2 litres of filtered seawater (0.22
pm) and maintained at 16°C with aeration. They were covered to avoid a change in the
salinity by evaporation. Each beaker was supplemented with 0.5 mM ammonium chloride as
a nitrification substrate and 10 mM sodium chlorate (not a limiting concentration in order
to provide maximum rates) was added to inhibit the oxidation of nitrite (Belser et Mays,
1980). The nitrite concentration was measured once a day using the Greiss reaction
(Bendschneider et Robinson, 1952) and the nitrate concentration was measured to check
the efficiency of the inhibitor. The analyses of NO;” were performed using the MerKoquant
Kit ® based on the resorcin reaction. In order to measure the total surface area of an
oyster shell and to calculate the PNR relative to this surface, a sheet of aluminium was
applied to each shell, weighed and the result converted into a surface area (cm?) using a
pre-established relationship (Welsh et Castadelli, 2004). Finally, the DW of the oysters was

determined as described previously.

3.2.3.3. Statistical analysis

Statgraphics Plus Centurion XV.l software (Sigma Plus, Paris, France) was used to
check the normality and homoscedasticity of data distributions and for subsequent
statistical analysis. Where appropriate, Student-Newman-Keuls (SNK) tests were then
carried out a posteriori. A two-way ANOVA was performed to assess the significance of
food and temperature conditions on oyster ammonia excretion. A stepwise non-linear
regression was subsequently applied to model ammonia excretion according to the two
variables. For the second experiment, a t-test was performed to compare the PNR of the

internal and the external surface of the shell.
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3.2.4- Results

3.2.4.1. TAN excretion measurement

The food levels in the experimental tanks were assessed for each condition (Table
5) with the carbon concentration corresponding to the supplied microalgae (Skeletonema
costatum). Analysis of variance indicated that each condition was significantly different
from every other one (ANOVA, p<0.05; SNK test, p<0.05). The mean C/N ratio of the
oysters was 5.92 corresponding to individuals with a low level of reserves. This was
confirmed by the estimation of the weight of the soma which represented, on average, 85%
of the total DW (Table 5).

Tableau 5. Summary of the experimental conditions tested for the excretion
measurement of Crassostrea gigas. Mean carbon concentrations (as food level descriptors)
are provided with their standard deviation (SD) (n=3). For the oyster biometry, all
variables are given with means and SD (n=53). C= carbon; N= nitrogen; DW= dry weight.

Food condition Food level (mgC.l") Temperature (°C)
C1 0.18 + 0.04 13, 16, 22
C2 0.44 + 0.04 13, 16, 22
C3 1.38 + 0.27 13, 16, 22

Oyster biometry

C/N Total DW (g) Soma DW (g)
5.92 + 0.63 1.82 + 0.53 1.52 + 0.37

The TAN excretion of the Pacific oyster varied between 0.02 pmol TAN.h'.g”
DWsoma at 13°C to 0.85 pmol TAN.h"'.g'DWsoma at 22°C with the highest food level
(expressed as carbon), with a mean excretion rate of 0.53 + 0.18 umol.h"'.g™" whatever the
conditions. The oyster TAN excretion rate was significantly influenced by temperature and
food level (two-way ANOVA, Table 6), without significant interaction of both variables. The
smaller P-value observed with temperature indicates a stronger effect of this factor on the
physiological rate. A model of the TAN excretion rate of Pacific oyster was then
established according to temperature and food concentration (mgC.l")(Fig.31) (p <0.05;
r’= 0.54): TAN = 0.044 * Temperature - (0.207 / Food®*?)
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Figure 31. Effect of temperature and food level (with carbon concentration as the
descriptor) on the Total Ammonia Nitrogen (TAN) excretion rate of the oyster Crassostrea

gigas. The physiological rate was standardized to the dry weight of soma (DWsoma) (see
Materials and Methods) p < 0.05; r’= 0.54)

Tableau 6. Results of a two-way ANOVA on the effect of temperature and food on the
excretion rate of the oyster Crassostrea gigas. P= probability.

ANOVA :c:Jun;ers Df Sg’:faarzs F value P value
Temperature 1.34 2 0.67 16.4 <0.001
Food 0.32 2 0.16 3.9 0.028
Interaction 0.18 4 0.04 1.1 0.366
Residual 1.35 33 0.04

98



3.2.4.2. Potential nitrification rates

The inhibition of the oxidation of nitrite into nitrate was successfully validated by a
concentration of nitrate which did not change during the experiment whatever the
conditions (one-way ANOVA, F= 0.52, p= 0.84) with a mean value of 33.72 + (SD) 6.24
pmol.l". Nitrite was accumulated linearly during 40 hours for the external and the internal
surfaces of the shell (Fig.32). The nitrite concentration was always higher for the external
shell surface suggesting a more efficient nitrification process. The PNR was estimated by
the slopes of each linear regression which showed a significantly higher flux for the
external surface compared to the internal surface (t-test, p< 0.05). For the PNR
experiment, the mean shell surface areas of oysters (total weight of 59.2 + 6.6 g (+ SD))
was 73.63 + 6.14 cm’ for the internal surface and 102.10 + 8.14 cm?’ for the external
surface. The PNR measured for the internal surface was 0.42 + 0.11 nmol N .cm?.h" and

0.96 + 0.15 nmol N.cm™2.h™" for the external surface of the shell.
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Figure 32. Estimation of the Potential Nitrification Rates (PNR) of the bacterial
population colonizing the oyster shell. Nitrite accumulation is expressed per unit of the
internal (e) and the external (A ) shell surface area (cm?). Each point is the mean value
and error bars represent standard deviations (n=3).

For the flesh, the nitrite accumulation first presented a lag phase of 17 hours and then

increased linearly (Fig.33) with a PNR of 59 nmol N.h™".g™ (calculated on the linear phase).
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The daily PNR relative to the external surface represented 23.04 nmol.cm™.day™ and 10.08
nmol.cm™.day™ for the internal surface. To compare these different sources of nitrification
(shell vs. flesh), data were expressed at the level of an individual. The PNR linked to the
internal surface of the shell represented 22 % of the total flux (742.19 nmol.ind".day™)
while the major part was due to the external surface of the oyster shell with 69 % (2352.4
nmol.ind.day™"). The PNR associated with the soft tissue represented only 9 % of the total
nitrification activity and corresponded to 309.5 nmol.ind"'.day” (Fig.34). These data
underline the importance of the shell surface area available for the settlement of a

nitrifying bacterial population.
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Figure 33. Estimation of the Potential Nitrification Rates from the bacterial population
colonizing the oyster soft tissue. Nitrite accumulation is expressed per unit of total tissue
dry weight (DWtotal). Each point is the mean value and error bars represent standard
deviations (n=3).
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Figure 34. Daily Potential Nitrification Rate (PNR) for different parts of the Pacific oyster
Crassostrea gigas.

3.2.5- Discussion

3.2.5.1. TAN excretion measurement

Ammonium is the primary N-excretion product in bivalves. The effect of
temperature and food concentration on Pacific oyster TAN excretion was clearly
demonstrated in this study and for a range of variables characteristic. This result is
consistent with most previous works on bivalve excretion (Emerson, 1969; Bayne et
Scullard, 1977; Shpigel et al., 1992; Boulter et Wilson, 1998; Kesarcodi-Watson et al.,
2001a). However, Kesarcodi-Watson et al. (2001a) did not find an influence of food
concentration on adult Sydney rock oyster Saccostrea commercialis excretion and observed
a negative relationship for juveniles. Our data on the TAN excretion rate are lower than
those available in the literature for the oyster Crassostrea gigas (Table 7). The highest
value of excretion measured in this study (0.85 pmolN.h".gDW™") was obtained at a
temperature of 22°C and a food concentration of 1.38 mgC.l". This is one order of
magnitude lower than the maximum value previously found for C.gigas (Shpigel et
al.,1992, Table 7), but is consistent with the results obtained by Kesarcodi-Watson et al.
(2001 a,b) for the oyster Saccostrea commercialis. Mao et al.(2006) measured a higher TAN
excretion in the field but showed a strong variability according to the season, which

included the variation of a large set of parameters such as food availability, temperature,
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oxygen consumption and gametogenesis of the oyster. Fiala-Medioni et al. (1983) obtained
values three-fold higher than the maximum TAN excretion rate presented in this study,
despite a lower experimental temperature and food concentration and we hypothesize
that this result could be explained by a longer acclimation period (10 to 15 days).
Similarly, the highest value of Shpigel et al., (1992) was obtained with oysters fed for 35
days before TAN measurements. The present study was carried out with triploid oysters
which do not invest or have a reduced energy investment in reproduction (Allen et
Downing, 1986; Shpigel et al., 1992). Their energy allocation strongly limit gametogenesis,
which reduces the risk of massive gamete release through spawning in the recirculating
system. The effect of ploidy on oyster ammonia excretion is controversial in the literature.
According to Shpigel et al., (1992), there was no significant difference in the ammonia
excretion rate between triploid and diploid C.gigas oysters while Davis (1988) underlined
that a lower nitrogen excretion contributed to a reduced metabolic cost for the triploids of
the same species compared to diploid individuals. Kesarcodi-Watson et al. (2001b) similarly
measured a significant difference for Saccostrea commercialis with an excretion 43 %
greater for diploid adults than triploid adults. The low excretion rate observed in this
study could be partly related to the triploid status of the oyster (cf. Fiala-Medioni et al.
(1983), Table 7).

Tableau 7. For the sake of comparison, literature data of TAN excretion measured by
different authors for the oyster Crassostrea gigas. n.a: not available, Chl a: chlorophyll a,
C: carbon, * : oyster species, Saccostrea commercialis.

References pmol N h".gDW'  Temperature (°) Food supply Ploidy
Fiala-Medioni et al., 1983 2.81 15 0.016 mgC.1" diploid
Shpigel et al., 1992 8-9 8-15 n.a. dipl/tripl
Kesarcody et al., 2001b 2.14 23 n.a. diploid
Kesarcody et al., 2001b 1.22 23 n.a. triploid
Mao et al., 2006 5.4 23 1.73 pg.l" Chl a n.a.
This study 0.85 22 1.38 mgC.l" triploid

3.2.5.2. Potential nitrification rates (PNR)

Nitrification involves the oxidation of ammonia to nitrate. To estimate the PNR of
nitrifying populations to oxidize ammonium, the last step of the nitrification process was
inhibited. For the nitrification of the TAN, the PNR of the external surface of the shell

measured for the oyster Crassostrea gigas (23.04 nmolN.cm?.day™) at 16°C was slightly
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higher than for other suspension-feeding bivalves such as Mytilus galloprovincialis and
Tapes philippinarum whose PNR, at 20°C, were 18 + 11.1 and 26.5 + 7.8 nmol.cm?.day”
respectively, considering the difference in temperature (Welsh et Castadelli, 2004). This
difference could be explained by the external structure of the shell which is much
smoother for these bivalves compared to the oyster shell surface. On the other hand, the
method used to assess the oyster shell surface probably underestimated the real surface
area. In fact, the crevices of the shells of the oysters were difficult to reach with the
aluminium sheet. However, this study provides a first estimation of the potential nitrifying
activity of the bacterial population carried by the oysters, which can be used to scale-up
data to a population level. The extrapolation of the results to an oyster population kept in
a recirculating tank (n=2655 individuals, mean total weight (x SD): 67.8 = 9.78 g),
corresponding to a total surface area of 46.6 m?, gives a PNR estimation of 342 pmol.h™ (83
pmol.h™ for the internal surface and 259 pmol.h™ for the external surface). In our
conditions, the specific surface area calculated was 360 m?/m?* which is comparable to the
biofilters used in fish recirculating systems that usually provide a specific surface area of
between 100 and 300 m?/m® (Tseng et Wu, 2004; Timmons et al., 2006; Pedersen et al.,
2007). The estimation of the specific surface area enabled the efficiency of the biofilter to
be assessed. It corresponded to the surface area of the medium available for bacterial

growth per unit of volume (Timmons et Ebeling, 2007).

3.2.5.3. Application to a recirculating tank

The TAN fluxes determined in the present study were extrapolated to an oyster
population and compared to experimental data. This comparison was to show whether the
excretion flux from the bivalves could be balanced by the nitrification flux of the bacterial
population present on the oyster shells. For this objective, a stock of 180 kg of oysters of
commercial size, (mean DWtotal of 0.76 + 0.24g (SD) and mean DWsoma of 0.63 g + 0.23
(SD), n= 2655 individuals and total weight of 67.8 + 9.78¢ (SD)) was placed in a
recirculating tank for 5 weeks at 16°C. The tank had a total volume of 1900 litres and the
food supply was adjusted with a culture of Skeletonema costatum with a flow of 10 l.Lh™" as
single fluid renewal. The mean carbon concentration in the system, used as the food
descriptor, was 1.38 + 0.27 (SD) mg C.l"". The TAN concentration was measured three times
a week by the indo-phenol blue method (Solorzano, 1969) and the oyster DWtotal (n=40)
was determined at the end of the experiment. The change in the TAN concentration during
the experiment (Fig.35) showed a stabilized period after 480 hours, which suggests that

the recirculating system had reached an equilibrium with a TAN production compensated
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by a fully efficient bacterial nitrification (steady state period). Then, the mean residual
TAN concentration mesured was 3.3 + 0.91 (SD) pmol N.l". The excretion law and the PNR
established in the present study were applied to the oyster population and represented a
PNR of 452.77 umol N.h™" (PNR related to the surface of shells and soft tissue) and a TAN
excretion of 876.33 pmol N.h™". The theoretical balance in TAN should lead to a residual of
423.56 pmol N.h™ corresponding to a TAN concentration of 42.35 pmolN.l" (calculated with
10 L.Lh™ as flow renewal). The difference observed between the experimental data and the
theoretical calculation underlines the influence of other fluxes, not taken into account
here. Indeed, the TAN fluxes relative to the fluid renewal (33 pmol.l-"), the
ammonification of the biodeposits and the remaining food accumulated in the system, and
the volatilization of the ammonia (Lefebvre et al., 2001b) must all be taken into account
for an overall TAN budget. However, the nitrification carried out by the bacterial
population linked to the oysters (shell surfaces and tissues) appeared sufficient to balance
the TAN concentration. Moreover, both the TAN concentration calculated (42.35 pmolN.l™)
and measured in the recirculating system (3.3 pmolN.l") remained below the critical level
of 800 pumol.l" quoted by Epifanio and Srna (1975) as a threshold value beyond which

oyster feeding processed are altered.
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Figure 35. Change in the Total Ammonia Nitrogen (TAN) concentration during the storage
of a stock of 180 kg of Crassostrea gigas in a recirculating tank.
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3.2.6- Conclusion

The dissolved excretion and oxidation of the ammonia represent two nitrogen fluxes
that should be balanced to avoid toxicity for oysters stored in a recirculating tank. The
approach of the TAN excretion combined with the Potential Nitrification Rate underlines
the key role played by the bacterial population colonizing the oyster shell. Its nitrifying
efficiency suggests that an oyster stock could be stored in a recirculating tank without the

addition of a biofilter which would represent a real economic advantage.
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3.3. Modélisation de la sauvegarde de I’huitre Pacifique Crassostrea

gigas en systéme re-circulé

3.3.1- Introduction

La sauvegarde en systéme re-circulé nécessite de prendre en compte un ensemble
de paramétres a adapter au mieux aux exigences des huitres pour maintenir la stabilité de
leurs réponses physiologiques. Des paramétres, tels que la température et la vitesse de
courant, ont donc été définis et ’organisation du systeme a été élaborée dans un but
d’économie de moyen et de simplicité de fonctionnement. L’ajustement de chacun des
parameétres a été réalisé dans un objectif de maintien du poids des individus, une survie
optimale et un maintien de la qualité de ’eau avec des concentrations en éléments azotés
dissous restant sous les seuils de toxicité. La modification d’un élément tel que le nombre
d’individus ou le volume de stockage remet en question les ajustements et ces
changements doivent étre anticipés pour assurer la généralisation du systéme. Ainsi, le
transfert aux professionnels du procédé de sauvegarde des bivalves en systéme re-circulé
va s’accompagner d’un changement d’échelle qui pourrait avoir un impact sur les
conditions hydrodynamiques subies par les huitres, accompagné de variations de la qualité
des bivalves. La modélisation du fonctionnement du systeme re-circulé est alors un outil
d’aide a la compréhension de la dynamique du systéeme qui permet aussi de tester des
hypothéses et de synthétiser des mécanismes empiriques (Burford et Lorenzen, 2004).

En aquaculture, ’azote joue un role majeur dans la gestion de la qualité de l'eau
assurant a la fois un role de sels nutritifs pour les producteurs primaires et représentant un
élément toxique pour les animaux élevés (Lorenzen et al., 1997; Lefebvre et al., 2001b;
Burford et Lorenzen, 2004). La modélisation des flux d’azote prend en compte le role du
sédiment dans la minéralisation des éléments azotés dans les structures développées en
marais (Lefebvre et al., 2001a) ou Uefficacité de filtres biologiques dans les systéemes de
production hors-sol (Gutiérrez-Estrada et al., 2004; Malone et Pfeiffer, 2006; Guerdat et
al., 2011). Cependant, les procédés de transformation de l’azote ammoniacal restent
souvent spécifiques a chaque systéme (Lefebvre et al., 2001b; Ferreira et al., 2009) et le
stockage d’huitres hors sol et sans filtre biologique permet de considérer notre systéme re-
circulé comme un cas de figure nouveau caractérisé par sa simplicité, ce qui a nécessité la
mise au point d’'un modele spécifique. Parmi les nombreux modeles écophysiologiques
existants appliqués a U’huitre (Barillé et al., 1997a; Ren et Ross, 2001; Pouvreau et al.,
2006; Alunno-Bruscia et al., 2011), la température et la nourriture sont deux variables

forcantes majeures ayant un impact sur la croissance des bivalves en élevage dans le
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milieu naturel (Bourlés et al., 2009; Grangeré et al., 2009) ou en milieu contrélé dans des
claires ou des bacs d’élevage (Méléder et al., 2001; Pouvreau et al., 2006). Les réponses
physiologiques de U’huitre ont été simulées selon le modele mis au point par Barillé et
al.(1997a), basé sur le concept du Scope for Growth (Bayne et Newell, 1983).
L’alimentation est alors considérée comme une succession d’étapes pré et post-ingestives.
L’allocation de |’énergie va en priorité a la maintenance, le reste étant ensuite alloué a la
croissance de l’individu, a U’élaboration de ses réserves et a la gamétogenese. La
filtration, U’ingestion et [’assimilation sont successivement simulées sous l'influence des
facteurs exogenes qui sont caractérisés par une certaine stabilité dans un milieu
entierement controlé tel qu’un systeme re-circulé. Le modeéle fonctionne de facon
simplifiée, en particulier pour toutes les formulations faisant intervenir les matiéres en
suspension dont les seuils de perturbation se situent tous au-dela de 60 mg.l", et qui ne
sont jamais atteints. Par contre, ’effet de la vitesse du courant, le role de biofiltre mis en
évidence au niveau des coquilles des huitres, I’apport en phytoplancton et la température
ont été pris en compte. Un modéle déterministe et empirique a ainsi été mis au point
permettant de coupler les deux sous modeles (Fig. 36), 'un intégrant les réponses
physiologiques des huitres, filtration, respiration et excrétion ammoniacale, le second
simulant I’évolution des flux et des processus associés a |’azote dissous au sein du systéme
re-circulé. A la différence de la majorité des modéles précédemment cités, le stockage
des huitres en systéeme re-circulé a pour objectif le maintien du poids sec et non la
croissance des individus. Dans ce contexte, ’apport en nourriture peut étre limité
permettant de favoriser la qualité de l’eau qui sera aussi dépendante de la disponibilité en
eau. Le modele comprend un compartiment « huitre » soumis a un ensemble de variables
forcantes représenté par des parametres physico-chimiques telles que la température et la
vitesse du courant, mais aussi par des variables en lien avec la structure d’élevage comme
le taux de renouvellement, le volume d’eau et la charge en huitres dans le circuit. Le
compartiment correspondant aux biodépots produits par les huitres a aussi été associé en
raison de son impact sur la qualité de l’eau. Enfin, ’azote issu de |’excrétion dissoute des
huitres et de la dégradation des biodépots représente un troisieme compartiment
caractérisé par des pertes sortant du systéme re-circulé. La calibration du modéle a
ensuite été réalisée a partir d’un jeu de données issu d’expérimentations menées sur six
systemes re-circulés caractérisés par des volumes, des charges et des conditions

expérimentales différentes.
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Figure 36. Modele conceptuel simplifié associant les processus physiologiques de [’huitre,
les flux de matiéres azotées dissoutes, les compartiments (grisé) et les variables forcantes
(en rouge) au sein du systeme re-circulé.

3.3.2- Matériel et méthodes

Mesures expérimentales

Une série d’expérimentations a été réalisée en 2011 a la station IFREMER de Bouin
(Vendée) afin de mesurer ’impact des conditions de sauvegarde d’une population d’huitres
Crassostrea gigas en systéme re-circulé pendant 5 semaines. Un stock de 370 kg d’huitres
(poids sec de 0,90 +(ET) 0,30 g provenant de la baie de Bourgneuf (46-47°N, 1-2°0) a été
réparti dans six systemes re-circulés soumis a des conditions expérimentales différentes
(Tableau 8). L’impact de la charge en huitres (kg.m?), de la quantité de phytoplancton
apportée, de la vitesse de courant et du taux de renouvellement a été mesuré sur
l’évolution du poids sec des individus et sur la concentration en azote ammoniacal total et
en nitrate de U’eau. Il a par ailleurs été choisi de travailler avec des huitres triploides afin
de limiter impact de la gamétogenéese sur I’évolution du poids sec et pour écarter tout
risque de ponte pendant les 5 semaines de sauvegarde. Les huitres ont été réparties en
clayettes de 10 kg pour les systemes re-circulés 1 et 2 et en paniers de 3 kg pour les

systemes 3 a 6. Les expérimentations se sont déroulées a 16°C, une valeur médiane de la
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gamme de température définie comme optimale pour U'utilisation du systeme re-circulé
(chapitre 1.2).

Tableau 8. Conditions expérimentales testées au cours de la sauvegarde d’huitres
Crassostrea gigas pendant 5 semaines selon les systémes re-circulés (SR).

SR 1 SR2 SR 3 SR 4 SR5 SR 6

Volume (m?) 1,3 1,3 0,09 0,09 0,09 0,09
Charge (kg.m") 138 92 167 167 167 167
Taux de renouvellement (%.h™) 1,25 1,25 1,50 1,50 1,50 10,00
Vitesse du courant (cm.s'1) 3 3 3 3 8 3

Apport phyto (cellules.huitre™.jour™) 1.10° 1.10° 1.10®  0,5.10° 1.10° 1.10%

Les huitres ont été nourries en continu a raison de 10° cellules par individu et par
jour avec la microalgue Skeletonema costatum cultivée en cycle et en milieu ouvert
(chapitre 1.2). Cette quantité a été préalablement déterminée comme optimale pour le
maintien du poids sec des huitres soumises a un stockage de 5 semaines en conditions
d’affinage (Méléder et al., 2001). Un comptage de la concentration cellulaire a été
effectué quotidiennement a la loupe binoculaire avec une cellule de Malassez et des
mesures de concentration en chlorophylle a ont été réalisées deux fois par semaine par
méthode fluorimétrique (Lorenzen, 1967). Le suivi des parameétres physiques de ’eau a été
réalisé quotidiennement (température, salinité, pH et concentration en oxygene) et la
qualité de U'eau a été estimée par une mesure bihebdomadaire de la concentration en
matiére en suspension (MES) et en matiére organique particulaire (MOP), réalisée par
filtration d’un volume d’eau sur un filtre de papier de verre Fisherbrand GF/C de porosité
0,7 um et préalablement pesé. Apres élimination des résidus salins par un rincage a ’eau
distillée, le filtre a été mis a ’étuve a 50°C pendant 24 heures puis pesé pour obtenir la
masse des matieres en suspension totales (MES). Aprés crémation a 450°C pendant une
heure, la MOP a été déduite par différence entre la MES totale et la fraction minérale. Les
matiéres azotées dissoutes ont été quantifiées deux fois par semaine sans réplicat. La
concentration en azote ammoniacal total a été mesurée par la méthode du bleu
d’indophénol (Solorzano, 1969) et les analyses en azote issu des nitrates (N-NO3’) ont été
réalisées a l’aide du MerKoquant Kit® dont le principe consiste a réduire les nitrates en
nitrites par acidification puis a les quantifier a [’aide d’une réaction a la résorcine. Une
mesure du poids sec a été réalisée une fois par semaine sur 40 individus pour les SR 1 et 2
et uniqguement en début et en fin d’expérimentation pour les SR 3 a 6 dont la quantité
d’huitres (15 kg) ne permettait pas un prélevement d’individus trop important. Pour cette
mesure, la chair de chaque huitre a été congelée a -20°C pendant 48 heures suivi d’une

lyophilisation (CHRIST Alpha 1/6) a -54°C pendant 48 heures et d’une pesée (balance
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Mettler Toledo, Viroflay, France). Les chairs ont ensuite été conservées pour une
quantification du carbone et de |’azote avec un analyseur CHN (Flash EA 1112 NC, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, USA).

Elaboration du modéle

Le modele simule dans le temps ’évolution de 6 variables d’état (Tableau 9) : le
poids du compartiment réserve (RESERVE) et du compartiment somatique (SOMA) dont la
somme correspond au poids sec de chair de U’huitre (Poids sec) et qui sera comparé aux
observations issues des expérimentations. L’évolution du compartiment gonade n’a pas été
simulée, le choix de travailler avec des huitres triploides a permis de limiter la
gamétogenese et aucune énergie n’a été allouée a la reproduction. Les valeurs initiales
des variables RESERVE et SOMA ont été déterminées a partir du ratio C/N. Selon les
observations de Marin Leal et al.(2008), une huitre avec un minimum de réserve présente
un rapport C/N d’environ 5. Cependant, les valeurs de C/N mesurées sur les individus issus
des expérimentations ont été inférieures a 5 et nous ont amené a considérer une valeur de
4 comme C/N minimum. Le poids sec de soma a alors été calculé selon la relation :

SOMA = Poids sec - [((C/N)- 4) / (C/N)]. Poids sec

En début d’expérimentation, chaque systeme re-circulé est rempli avec une eau de
mer passée sur un filtre a sable (porosité de 45 pym) et qui présente alors une charge en
MES de 14 + (ET) 1,68 mg.l"!, une MOP de 2,4 + (ET) 0,02 mg.l" et une concentration en
chlorophylle a de 2,5 + (ET) 0,04 pg.l'. Au cours de |’expérimentation, l’apport de
phytoplancton, Skeletonema costatum, représente la seule nourriture apportée a !’huitre
et les MES n’ont pas dépassées des valeurs de 30 mg.l". La filtration de U’huitre est
considérée optimale et constante pour une charge en MES inférieur a 60 mg.l" (Raillard et
al., 1993; Barillé et al., 1997b), ainsi aucun parametre affectant la filtration ou simulant
un colmatage n’a été appliqué. Cette filtration est optimale a une température de 19°C
(4,8 1.Lh".g" de poids sec) (Bougrier et al., 1995) et l’effet d’une température s’éloignant
de 19°C a été traduite par l’équation établie par ces auteurs. Deux coefficients sont
appliqués a la fonction de filtration, "un traduisant ’effet de la vitesse du courant et le
second régulant le temps d’activité de filtration de l’animal (Haure et al., 2003). Enfin, la
filtration est aussi fonction de la masse de tissu somatique et un coefficient allométrique
de 0,44 a été préféré a 0,62, utilisé dans le chapitre 2 de ce document, car c’est un
paraméetre du modele proposé par Bougier et al.(1995) et utilisé pour simuler la filtration.
Les particules de microalgues filtrées ont été totalement retenues par les branchies et la
consommation organique est proportionnelle a la quantité de nourriture disponible dans le

milieu. Les particules minérales consommées sont rejetées sous forme de pseudo-feces a
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partir d’un seuil de 4,6 mg.l'" de MES (Deslous-Paoli et al., 1992). Les particules non
éliminées ont ensuite été ingérées (consommation moins pseudo-féces) sans contrainte
puisque seules des concentrations en MES supérieures a 150 mg.l" perturbent les
mécanismes de sélection pré-ingestive (Barillé et Prou, 1993). La nourriture ingérée a
ensuite été absorbée avec une efficacité d’absorption maximale dont la valeur retenue a
été établie par Méléder et al.(2001) a l’occasion de mesures réalisées avec la microalgue
Skeletonema costatum. Les particules non absorbées ont alors été rejetées sous forme de
féces. L’excrétion dissoute est déduite de ’absorption pour obtenir l’assimilation. Chez
Uhuitre Crassostrea gigas, le principal rejet dissous est issu du métabolisme azoté et est
représenté majoritairement par Uexcrétion d’azote ammoniacal (N-NH,/NH;) (Srna et
Baggaley, 1976). Une série d’expérimentations réalisée a la station de Bouin a permis
d’établir une loi d’excrétion fonction de la température, pour une gamme de 13°C a 22°C,
et de ’apport de nourriture quantifié par sa concentration en carbone (chapitre 3.1). De
l’énergie assimilée, une partie est utilisée pour la respiration afin de couvrir les besoins
métaboliques liés a la croissance et la maintenance de l’organisme. Le reste est alloué a la
construction de la coquille et a U’élaboration du soma et des réserves (la reproduction
n’étant pas prise en compte). La respiration a été calculée a partir de la relation décrite
par Bougrier et al., (1995) et elle a été rapportée au poids de soma puisqu’il peut étre
considéré que les réserves et les gonades ne nécessitent pas de maintenance (Van Haren et
Kooijman, 1993).

Dans le cadre de ce systeme re-circulé, le phytoplancton (PHYTOPLANCTON) est
considéré comme une variable d’état et non une variable forcante. Cette variable est
alimentée par un flux d’apport en microalgues caractérisé par un débit d’apport (l.h") et
une concentration en cellules (cellules.l). Les flux de sortie correspondent a la
consommation en microalgues par les huitres et a la perte de cellules algales par
renouvellement de l’eau du systeme re-circulé. La nourriture disponible pour les huitres
est donc un stock de phytoplancton présent dans ’eau et résultant de plusieurs flux. Ce
stock est quantifié en mg de MOP et suivi a 'aide de la variable auxilliaire (Conc MOP,
Tableau 9) correspondant a une concentration en MOP (mg.l"). La MOP, descripteur du
phytoplancton, est alors Uunité utilisée dans les compartiments <« huitre » et
« biodépots ».

Les biodépots (BIODEPOT) sont représentés par une variable d’état constituée des
pseudo-féeces et des feces des huitres. La production de pseudo-féces organiques
correspond a un mécanisme de sélection pré-ingestive. Elle a été estimée a 30 % de la
matiere organique consommée (CONSO org) dans des conditions de faibles charges en MES
(Lefebvre, 2000). La production de féces est déduite de la loi d’efficacité d’absorption

(EA) appliquée a U’ingestion de la matiére organique (Méléder et al., 2001). Ces biodépots
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organiques s’accumulent dans le systéme re-circulé formant une couche au fond du bac, et
subissent un processus d’ammonification libérant de |’azote ammoniacal, substrat pour la
population bactérienne responsable de la nitrification (Sornin et al., 1983; Herbert, 1999).
Le taux d’ammonification utilisé est dépendant de la température et provient des travaux
de Lefebvre et al. (2001b). L’ammonification est un processus qui intervient
principalement dans la zone aérobie du sédiment (Chapelle, 1995), il est ainsi supposé que
ce processus n’a lieu que sur la surface des biodépots, hypothese traduite par I’application
d’un coefficient (Régul bdp).

Les deux dernieres variables d’état correspondent aux matieres azotées, |’azote
ammoniacal total (N-NH,/NH;) et ’azote issu des nitrates (N-NOs’). L’azote ammoniacal
total provient a la fois de Uexcrétion azotée des huitres et de ’ammonification des
biodépots. L’eau de mer alimentant le systeme re-circulé apporte aussi de l|’azote
ammoniacal a une concentration de 0,386 pmol.l"'N-NH,"/NH;, U’apport par le milieu de
culture du phytoplancton restant négligeable. Une fraction de |’azote ammoniacal total
(AAT) est éliminée du systeme a U'issu de processus telle qu’une volatilisation (Lefebvre et
al., 2001b; Thoman et al., 2001), regroupés sous un seul flux (pertes NH4). Le flux d’azote
majeur est constitué par la nitrification au cours de laquelle |’azote ammoniacal total est
d’abord transformé en nitrites. Ces derniers ne sont pas pris en compte dans le modele car
ils restent faiblement représentés dans un milieu bien oxygéné (Malone et Pfeiffer, 2006).
Epifanio et Srna (1975) montrent, par ailleurs, que les concentrations en nitrites et en
nitrates habituellement constatés en systéme re-circulé ne présentent pas de risque pour
Uhuitre Crassostrea virginica, contrairement a U’AAT. Ces auteurs ont observé que la
filtration de Uhuitre est perturbée a partir d’une concentration de 800 pmol.l™ (soit 11
mg.l") d’ammonium. Dans le processus de nitrification, les nitrites sont ensuite
transformés en nitrates, variable d’état également alimentée par ’eau de mer et le milieu
de culture du phytoplancton a hauteur respectivement de 26,45 pmol.l" N-NO;™ et de 114,8
pmol.U'N-NO;. Au niveau de cette variable d’état, deux types de pertes ont été
identifiées, le renouvellement de l’eau du circuit et un ensemble de processus comprenant
a la fois Uassimilation de l’azote par des micro-organismes (algues, bactéries et
champignon), en milieu anaérobie et aérobie (Thoman et al., 2001; Van Rijn, 2002) et une
possible dénitrification (perte d’azote sous forme N,O et N,). Ces pertes ont été
regroupées sous un seul flux (PertesNO3).

Les variables annexes permettent de suivre U’évolution des différentes réponses
physiologiques de U’huitre pendant la simulation. Ces différentes variables évoluent au
cours du temps en fonction de cinq variables environnementales forcantes :

i) la température, a été définie comme la plus adaptée a la sauvegarde en

systeme re-circulé pour un intervalle de 14 a 18°C (chapitre 1.2). Chez ’huitre,
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elle a un effet direct sur les réponses physiologiques de filtration et de
respiration (Bougrier et al., 1995) et un effet significatif a été démontré sur
Uexcrétion azotée (chapitre 3.1). La température intervient aussi dans les
processus du cycle de ’azote telles que I’ammonification (Chapelle, 1995) et la
nitrification (Zhu et Chen, 2002).

i) la vitesse du courant a un effet significatif sur la filtration et la respiration des
huitres (chapitre 2.2) mais elle a été appliquée uniquement sur la filtration,
’effet constaté sur la respiration étant discutable a forte vitesse, il a été choisi
de ne pas l’intégrer dans le modele. Par simplification, ’impact possible de la
vitesse sur la nitrification n’a pas non plus été pris en compte.

iii) le débit de phytoplancton et la concentration en cellules sont deux variables
forcantes influencant la quantité de microalgues disponible pour les huitres.
Cette microalgue est une diatomée, Skeletonema costatum, qui est cultivée sur
eau de forage et peut étre apportée en continue ou de maniére séquencée au
systeme re-circulé. Une relation établie a partir de données expérimentales a
permis de convertir la concentration algale (nombre de cellules d’algue par
litre) en MOP (mg.l™") en lui appliquant un coefficient de 4,34.10°%. Ces variables
forcantes interviennent au niveau de la consommation et de Uefficacité
d’absorption (Barillé et al., 1997a).

iv) le nombre d’huitres stockées dans le systéme re-circulé conditionne la
répétition de U’ensemble des processus lié au compartiment simulant le
fonctionnement d’une huitre.

V) le taux de renouvellement agit par dilution et élimination de la nourriture

apportée et des matieres azotées dissoutes du systéme re-circulé.

La modélisation a été réalisée a ’aide du logiciel STELLA 9.1.3 (High Performance
Systems, Hannover, NH, USA). Le modele a été construit a partir des données issues de la
littérature et certains parametres ont été calibrés a partir d’une expérimentation réalisée
en 2008 dans un systéeme re-circulé de 1920 | avec les mémes conditions expérimentales
que décrites en Matériel et Méthodes. Les résultats des simulations ont ensuite été
comparés avec les observations issues des expérimentations réalisées sur les six systemes
re-circulés. Dans le compartiment « huitre », Uactivité de filtration (actfilt) a été calibrée
pour ajuster au mieux U’évolution du poids sec aux observations et pour le compartiment
« azote », lefficacité de la nitrification (act nitrif) et les coefficients de perte des
matieres azotés dissoutes (coef NH4 et coef NO3) ont été calibrés pour ajuster l’évolution
des variables AAT (NH4) et N-NO;™ (NO3) aux observations. Enfin, le parametre contrélant

’ammonification des biodépots (Régul bdp) a été calibré par rapport a U’évolution de la
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variable NH4. Les processus qui ont permis de simuler U’évolution des réponses
physiologiques de I’huitre et de quantifier les matieres azotées dissoutes ont été regroupés
dans le tableau 10. Les paramétres utilisés dans le modéle, issus des données

bibliographiques ou provenant d’une calibration sont fournis dans le tableau 11.

Analyse de sensibilité

Une analyse de sensibilité a été réalisée sur plusieurs parametres pour évaluer leur
impact sur les résultats du modéle. Chaque parametre a été modifé de + ou - 10 % et le
résultat de chaque simulation a été analysé en utilisant un indice de sensibilité (IS) qui a
permis de calculer le pourcentage moyen de variation des variables poids sec, AAT et NO;’

selon le systéme re-circulé considéré (SR 1 et SR 3) (Bacher et Gangnery, 2006).

n
IS = 1 z |x1h-x°h|.1oo (%)
n XOh

t=1
avec n le nombre d’heures de simulation, X%, la variable d’état simulée de maniére

standard a Uheure h et X', la valeur modifiée de la variable a ’heure h.
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Tableau 9. Variables appliquées au modele couplant réponses écophysiologiques de
[’huitre Crassostrea gigas et évolution des matiéres azotées dissoutes dans le systeme re-

circulé.

Variables Unités Description

Variables d’état
BIODEPOT mg MOP Biomasse de biodépots
NH4 mg N Quantité d'azote ammoniacal total (N-NH,*/NH;’)
NO3 mg N Quantité de nitrate (N-NO;)
SOMA g Poids de soma
RESERVE g Poids de réserve
PHYTOPLANCTON mg MOP Biomasse de phytoplancton
Variables forcantes
Température °C Température de l'eau
Vitesse courant cm.s’ Vitesse du courant
Débit phyto L.h" Débit d'apport du phytoplancton dans le systéme re-circulé
Conc phyto cellules.l Concentration en phytoplancton apportée
Rythm distri Distribution ou non de phytoplancton
VolumeBac litre Volume total du systéme re-circulé
Tx renouv L.h" Renouvellement de l'eau du systéme re-circulé
Conc NH4e mg."’ Concentration en (N-NH,"/NH;’) de l'eau entrant dans le systeme
Conc NO3e mg.l" Concentration en N-NO;™ de l'eau entrant dans le systéme
Conc NO3p mg." Concentration en N-NO;” du phytoplancton entrant dans le systéme
nb indv Nombre d'huitres stockées dans le systéme
Variables auxilliaires

ABSorg mg MOP.h".ind"  Absorption organique
ABS energ J.h'ind™ Quantité d'énergie absorbée
act nitrif % Efficacité de la nitrification
Assimil org. mg MOP.h™.ind”"  Assimilation organique
Bilan énerg J.h'ind™ Quantité d'énergie disponible pour la croissance et les réserves
Conc MOP mg',.l'1 Concentration en MOP
Conc NH4 mg.l" Concentration en N-NH,"/NH,
Conc NO3 mg.l” Concentration en NO;
CONSO mg MOP.h™.ind"  Consommation organique
Distri Distribution ou non de phytoplancton
ExcrétionN mg.h™".ind" Excrétion d'azote ammoniacal total en masse
Feces Org mg MOP.h™.ind”  Production de féces organiques
FILT l.h".ind” Filtration de lhuitre
Gain soma g.h™.ind” Bilan horaire du soma
Gain poids sec g.h".ind” Bilan horaire du poids sec
INGorg mg MOP.h™.ind"  Ingestion organique
MaxSoma g.h.ind™ Maximum de croissance somatique
PFOrg mg MOP.h™.ind”  Production de pseudoféces organiques
Poids sec g Biomasse totale de chair séche (Poids soma + Poids réserve)
RESP J.hind™ Respiration
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Tableau 10. Equations des processus utilisées dans le modeéele couplant réponses
écophysiologiques de [’huitre Crassostrea gigas et évolution des matiéres azotées
dissoutes dans le systéme re-circulé.

Processus Unités Equations
Absorption : ABSorg mg MOP.h™-ind"  EAmax * INGorg
ABS énerg J.h.ind™ E_MOP * ABSorg
Apport phyto mg MOP.h™! Conv_MOP* Distri
Ammonification mg MOP.h! Tx_Ammonif * (Conc_MOP_bdp + Conc_MOP)
Assimil énerg. J.h.ind™ ABS_énerg - (ExcretionN * E azote)
Bilan énerg J.h"ind™ ASSIMIL - RESP
Consommation: CONSO org mg MOP.h™"ind”"  FILT * Conc_MOP
Concentration NO3 eau entrée systeme mg N.h™ (Dbt_eau * Conc_NO3e) + (Débit_phyto*Conc_NO3_p)
Conv MOP mg MOP.h™ Conc_phyto * coef_phy
conv MOP en C mgC. " (conv1 * Conc_MOP) - conv2
Dbt eau L.h? VolumeBac * Tx_renouv
Distri IF (Rythm_distri =0) THEN 0 ELSE Débit_phyto
EFFET TEMP °C temp * (Température-19)"2
EFFET VIT cm.s™ vit * Vitesse_courant
entrée NH4 dans systéeme mg N-NH,".h™* Dbt_eau * Conc_NH4_e

ExcrétionN
Féces organique: Forg tot

Filtration: FILT

Gain coq

Gain réserv

Gain soma

Ingestion: INGorg
MaxSoma

Nitrification

Org coq

Pertes NH4

Pertes NO3

Pseudo-feces organique: PForg
Pseudo-féces organique: PForg tot

Respiration: RESP

sortie NH4 dans le systéeme
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( exc1* Température + exc2 / conv_C"exc3 ) * SOMA *0.014

(INGorg-ABSorg) * nb_indv

((filtmax -EFFET_TEMP - EFFET_VIT)*(SOMA"coef_allo_filt)*actfilt)
Org_coq * 100

IF (Bilan_énerg - Gain_coq - Gain_soma) >0 THEN ((Bilan_énerg -
Gain_coq)/E_psec - Gain_soma) ELSE Bilan_énerg/E_psec

IF (Bilan_énerg - Gain_coq) > 0 THEN min(MaxSoma, (Bilan_énerg -
Gain_coq)/E_psec) ELSE Bilan_énerg/E_psec
CONSO_org - PFOrg

(Maxsom1 * SOMA + Maxsom2) / 24

(Js_max *(Surface_coq_huitre * nb_indv) * Conc_NH4 /
(Ks+Conc_NH4)) * act nitrif

IF (Bilan_énerg>0) THEN (coq * Bilan_énerg) ELSE 0
coef NH4, SR1ou SR3 * Conc_NH4

coef NO3, SR1 ou SR3 * Conc_NO3

CONSO org * Tx bdp

PFOrg * nb_indv

(resp1 + (resp2 * resp3”Température) * SOMA “coef_allo_resp) * resp4

* E_02
(Dbt_eau +Débit_phyto) * Conc_NH4

(Dbt_eau+Débit_phyto) * Conc_NO3
(Dbt_eau +Débit_phyto)* Conc_MOP

(Surf_coq_extern+Surf_coq_intern)/10000



Tableau 11. Parametres utilisés dans le modele couplant réponses écophysiologiques de
[’huitre Crassostrea gigas et évolution des matiéres azotées dissoutes dans le systéeme re-

circulé (SR).

Paramétres Valeurs Unités Définition Références
actfilt 0.5 Taux d’activité de la filtration Calibration
am 0,002 h' Taux d'ammonification Lefebvre et al., 2001
coef allo resp 0,8 Coefficient d'allométrie appliqué a la respiration Bougrier et al., 1995
coef allo filt 0,44 Coefficient d'allométrie appliqué a la filtration Bougrier et al., 1995
coef NH4, SR1 28 Coefficient de perte d' N-NH,"/NH; pour les SR 1et 2 Calibration
coef NH4, SR3 2 Coefficient de perte d' N-NH,"/NH; pour lesSR3 a 6 Calibration
coef NO3 SR1 32 Coefficient de perte d' N-NO; pour les SR 1et 2 Calibration
coef NO3 SR3 1,6 Coefficient de perte d' N-NO; pour les SR 3 a 6 Calibration
coef phy 4,34.10° Coefficient de conversion du phytoplancton (cell.l") en MOP (mg.l™) Cette étude
conv1 0,1462 Paramétre de l'équation de conversion des MOP en mgC Chapitre 2.2
conv2 -0,0893 Paramétre de l'équation de conversion des MOP en mgC” Chapitre 2.2
coq 2,08.10° Proportion d'énergie allouée a la coquille par heure Méléder et al., 2001
EA max 0,79 Efficacité d'absorption maximale Méléder et al., 2001
E azote 24.87 J.mg"  Conversion de N-NH,"/NH, en Joule Bayne et al., 1985
E MOP 20,3 J.mg"  Conversion des MOP en Joule Bayne et al., 1987
EO2 13,8 J.mg0," Conversion des quantités d'oxygéne consommée en Joule Bayne et Newell, 1983
E psec 20231 J.g! Conversion du poids sec en Joule Barillé et al., 1997
excl 0,447016 Paramétre de la loi d'excrétion d'azote ammoniacal total Chapitre 3.1
exc2 -0,20716 Parametre de la loi d'excrétion d'azote ammoniacal total Chapitre 3.1
exc3 0,43335 Paramétre de la loi d'excrétion d'azote ammoniacal total Chapitre 3.1
filtmax 4,8 L.Lh".g" Filtration maximale a 19°C Bougrier et al., 1995
Js max graph. g.cm2.h' Taux de nitrification maximal de N-NH,"/NH, Chen et al., 2002
Ks 2 mg,l'1 Constante de demi-saturation de la nitrification Chen et al., 2002
Kt 0,07 °ct Taux d'augmentation de la température Garber, 1984
Maxsom1 0,015 Paramétre de la croissance somatique maximale Méléder et al., 2001
Maxsom2 0,006 Paramétre de la croissance somatique maximale Méléder et al., 2001
Régul bdp 0,001 Proportion des biodép6ts soumis a 'ammonification Calibration
respt -0,432 Paramétre de ['équation de respiration Bougrier et al., 1995
resp2 0,613 Paramétre de l'équation de respiration Bougrier et al., 1995
resp3 1,042 Paramétre de ['équation de respiration Bougrier et al., 1995
resp4 0,75 Paramétre de l'équation de respiration Bougrier et al., 1995
temp 0,013 Effet de la température sur la filtration Bougrier et al., 1995
Suf coq intern 73,3 cm? Surface de la face interne d'une coquille d'huitre Chapitre 3.1
Suf coq extern 102,1 cm? Surface de la face externe d'une coquille d'huitre Chapitre 3.1
Tx bdp 0,3 Proportion de MOP consommée rejetée sous forme de biodépots Lefebvre, 2000
vit 0,2883 Effet de la vitesse du courant sur la filtration Chapitre 2.2
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3.3.3- Résultats

Evolution des parameétres environnementaux

En fin d’expérimentation et dans les six systémes re-circulés (SR), les mortalités
n’ont pas dépassé 1 % et les parametres physiques de ’eau sont restés stables pendant les
5 semaines de sauvegarde avec une température de 16,35 = (ET) 0,16°C, une
concentration en oxygene supérieure a 80 % de saturation, un pH de 8,22 + (ET) 0,29 et
une salinité de 31,79 + (ET) 0,59 %.. La concentration en chlorophylle a et la concentration
en matiere en suspension (MES) sont deux parametres environnementaux observés et suivis
pendant les expérimentations.

La concentration en chlorophylle a (Fig. 37 A) a montré un pic apres 4 jours de
sauvegarde, plus marqué pour le SR 5, suivi d’une chute puis d’une stabilisation des
valeurs inférieures a 1 pg Chl a.l". L’accumulation du phytoplancton les 4 premiers jours
(96 h), pourrait attester d’un manque d’activité des huitres et d’une possible période
d’acclimatation plus marqué pour le SR 5 soumis a une vitesse de courant plus importante.
Les concentrations en phéophytine a ont présenté la méme évolution que la chlorophylle a
(résultats non présentés) avec des valeurs allant de 13 pg.l" a 0,5 pg.l" en fin
d’expérimentation, montrant la part importante des cellules phytoplanctoniques
dégradées. Les concentrations en MES (Fig. 37 B) ont été caractérisées par des valeurs
comprises entre 4 et 15 mg.l", excepté pour le SR 3 & la premiére mesure. Seul le SR 1,
avec un grand volume (1300 |) et une charge en huitres de 138 kg.m?, a présenté une
concentration en MES supérieure aux autres SR. La température est restée stable pendant
les cing semaines de sauvegarde (Fig. 38 A) et le phytoplancton apporté en continu a
l’ensemble des systémes re-circulés avait une concentration moyenne de 0,9.10° + (ET)
0,17 cellules.l (Fig. 38 B). La concentration a évolué entre 0,6 et 1,2 .10° cellules.l”,
avec des variations journalieres liées a des conditions météorologiques irrégulieres. Les
concentrations en cellules ont cependant semblé se stabiliser pendant les 10 derniers jours
de ’expérimentation avec une moyenne de 1.10° + (ET) 0,09 cell.l'". La méme microalgue,
avec la méme concentration, est apportée a chaque SR, seul le débit (l.h") d’apport est
réglé de maniére différente selon le SR pour apporter de 108 cellules.huitre™.jour™”. Le SR 4
dont I’apport est de 0,5.10° cellules.huitre”.jour" (Tableau 8) aura alors un débit d’apport

deux fois moins important que pour le SR 3.
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Figure 37. Evolution des parametres environnementaux des 6 systemes re-circulés (SR) au
cours d’une sauvegarde de 5 semaines de [’huitre Crassostrea gigas. A : Evolution des
concentrations en chlorophylle a (ug.l’). B : Evolution des concentrations en matiéres en
suspension (MES) (mg.lU"). Les barres correspondent aux écarts types (n=3).
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Figure 38. A : Evolution de la température (°C) des 6 systemes re-circulés (SR) au cours
d’une sauvegarde de 5 semaines de [’huitre Crassostrea gigas. Les barres d’erreurs
correspondent aux écarts types (n=288). B: Evolution de la concentration en
phytoplancton (mesures quotidiennes) apporté a [’ensemble des 6 systemes re-circulés
pendant les 5 semaines de sauvegarde d’huitres Crassostrea gigas.

119



Evolution de la matiére organique particulaire

L’évolution de la variable d’état PHYTOPLANCTON a été suivie a partir de la
variable auxilliaire « Conc MOP » qui correspond au stock de phytoplancton ramené au
volume d’eau (mg MOP.L"). Pour chaque condition expérimentale (Tableau 8), |’évolution
de la MOP a été simulée et comparée aux concentrations en MOP observées dans le milieu
(Fig. 39). Les concentrations en MOP observées dans le milieu ont été variables avec des
valeurs comprises entre 1 et 4,7 mg.l"'. Une comparaison entre les concentrations
moyennes en MOP des différents SR a montré une différence significative uniquement pour
le SR1 (ANOVA, p< 0,05 ; F=3,32) alors que les concentrations en MOP des autres systémes
ont été homogenes (ANOVA, p=0,66 ; F=0,60). La simulation des concentrations en MOP a
montré des valeurs comprises entre 0,10 et 0,35 mg MOP.l", jusqu’a 13 fois inférieures aux
valeurs observées. L’analyse des données a montré une différence significative entre les
concentrations moyennes en MOP simulées (ANOVA, p < 0,001 ; F=17,54), avec des valeurs
homogeénes pour les SR 3, 5 et 6 et pour les SR 2 et 4. Les différences constatées entre les
concentrations en MOP simulées et observées peuvent avoir pour origine une sous-
estimation des valeurs par le modéle ou un biais expérimental qui a entrainé une sur-
estimation des concentrations observées. La présence dans le systeme re-circulé de
matiere organique autre que celle apportée par le phytoplancton est peu probable, mais la
prise en compte de matiere organique détritique dans les mesures de concentration en
MOP est une hypothése qui pourrait expliquer ces observations. En début
d’expérimentation, U’eau ayant servi a remplir le systéme re-circulé avait une
concentration en MOP de 2,4 mg.l", cet apport initial semble rapidement consommé et il

peut étre considéré comme négligeable.
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Figure 39. Simulation de [’évolution de la matiere organique particulaire (MOP) au cours
de la sauvegarde d’huitres Crassostrea gigas pendant 5 semaines dans 6 systemes re-
circulés (SR) soumis a des conditions différentes (tableau 8).e : MOP observée, [J : MOP
simulée. Les barres d’erreurs correspondent aux écarts types (n=3).
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Evolution du poids sec

En début d’expérimentation, les huitres avaient un poids sec moyen de 0,9 g et un
rapport C/N inférieur a 5 suggérant de faibles réserves (Tableau 12). A la fin de la période
de sauvegarde, les huitres ont significativement perdu du poids (ANOVA, p < 0,05;
F=9,20), mais les poids sec mesurés en fin d’expérimentation n’ont pas présenté de
différences significatives selon les conditions expérimentales (ANOVA, p= 0,30 ; F = 1,21).
Tableau 12. Caractéristiques biométriques des huitres en début et en fin

d’expérimentation quelles que soient les conditions expérimentales. Les moyennes sont
indiquées avec les écarts types (n=40).

Poids sec (g) C/N Poids soma (g)

1" jour 0,90 £ 0,30 4,65 + 0,20 0,78 + 0,03

35 jour 0,64 +0,18 4,34+ 0,08 0,60 + 0,03

La calibration du parametre concernant ’activité de filtration a fourni une valeur de 50 %,
inférieure aux mesures antérieures (Méléder et al., 2001; Haure et al., 2003). Seuls les SR
1 et 2 avaient un stock d’huitres suffisant pour effectuer une mesure par semaine des
poids sec, poids de soma et poids de réserve des huitres. Les mesures de ces parametres
biométriques pour les SR 3 a 6 ont été réalisées uniquement en début et en fin
d’expérimentation (Fig. 40). Les pertes de poids sec simulées ont représenté jusqu’a 30 %
du poids initial pour les SR 2, 4 et 5 alors qu’elles ne sont que de 14 a 15 % pour les trois
autres systémes (SR 1, 3 et 6). Cependant, le modéle a sous-estimé la perte de poids sec
pour ces trois SR, notamment le SR1 en fin d’expérimentation, alors qu’il a correctement
simulé ’évolution du poids sec des SR 4 et 5, caractérisés par un apport en nourriture plus
faible de moitié (SR 4) et une vitesse de courant plus importante (SR 5). Dans ces deux cas,
la filtration est la fonction directement influencée par les parameétres testés. L’évolution
du poids sec du SR 2 a été sous-estimée dés la 324™™ heure a la différence du SR 1 dont le
poids sec a été estimé correctement pour la majorité de la simulation. Le manque de
mesures intermédiaires ne permet pas de statuer pour les SR 3 et 6. Le poids de réserve
diminue pendant toute la période de simulation et les réserves disparaissent
complétement pour la moitié des SR (2, 4 et 5). L’hypothése d’une disparition totale des
réserves pour les autres SR est tres probable, si ’expérimentation avait été poursuivie.

La filtration moyenne sur I’ensemble des SR a été de 1,55 + (ET) 0,24 l.h™.ind",
seul le SR 5 a montré une filtration moins importante (1,03 + (ET) 0,03 l.h".ind") alors que
ce systeme re-circulé est caractérisé par une vitesse de courant plus importante (Fig. 41).
L’évolution de la filtration présente une décroissance sur l’ensemble des SR qui s’explique
par son mode de calcul basé sur le poids de soma des individus. Le poids de soma décroit

tout au long de U’expérimentation entrainant alors une diminution de la filtration. La
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différence entre la matiére organique consommeée et celle ingérée correspond a la MOP
éliminée sous forme de pseudo-féces et la différence entre la MOP ingérée et la MOP
absorbée correspond aux feces. Ainsi, la proportion de matiére organique absorbée
représente 55,25 + (ET) 1,1 % de la quantité de matiere organique consommeée (Fig. 41). A
partir de 500 heures, la consommation organique a augmenté pour l’ensemble des
systéemes re-circulés en lien avec ’amélioration de la concentration en cellules du
phytoplancton observée sur les 10 derniers jours d’expérimentation. La production de
pseudo-feces organiques simulée pour ’ensemble des systémes re-circulés est de 0,13 *
(ET) 0,05 mg MOP.h"'.g poids sec” et la production de féces organiques simulée s’est
élevée a 0,06 + (ET) 0,02 mg MOP.h™.g poids sec™.

Le bilan énergétique (Fig. 42) a été négatif tout au long de U’expérimentation et
quel que soit le SR. Les dépenses énergétiques représentées par la respiration ont donc été
plus importantes que ’acquisition d’énergie par ’assimilation de la nourriture, soulignant
une sous alimentation des huitres. Ce bilan évolue vers une perte nulle au cours de
’expérimentation, ce qui peut étre mis en relation avec le mode de calcul de ’excrétion
azotée et de la respiration qui sont deux fonctions basées sur le poids de soma qui décroit
lui-méme tout au long de l’expérimentation. Les pertes entre l’énergie absorbée et
l’énergie assimilée correspondent a l’excrétion azotée et se sont élevées a plus de 60 %
pour le SR 4 et ont représenté une moyenne de 30 % pour les SR 1, 3 et 6. La respiration
s’est élevée en moyenne a 5 = (ET) 0,5 J.h™.ind" et présente une évolution linéaire et

décroissante tout au long des 5 semaines d’expérimentation.
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Figure 40. Evolution des poids sec, poids de soma et poids de réserve des huitres
Crassostrea gigas sur les 6 systemes re-circulés (SR) au cours d’une sauvegarde de 5
semaines. [/ : poids sec simulé, [/ : poids de soma simulé, [ : poids de réserve simulé,
e : poids sec observé. Les barres d’erreurs correspondent aux intervalles de confiance a
95% (n=40).
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Figure 41. Simulation de [’évolution des fonctions liées a [’alimentation chez [’huitre
Crassostrea gigas au cours d’une sauvegarde de 5 semaines en systeme re-circulé. [7 :

consommation organique, [/ : ingestion organique, absorption organique, ---:
filtration.
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Figure 42. Simulation de [’évolution de ’énergie absorbée chez ’huitre Crassostrea gigas

au cours d’une sauvegarde de 5 semaines en systéeme re-circulé. [/ : respiration, [J :
assimilation, [ : bilan énergétique.



Evolution des matiéres azotées dissoutes

Apres 180 h d’expérimentation, |’azote ammoniacal total (AAT) a montré un pic de
concentration (Fig. 43 A), plus ou moins élevé selon les conditions de stockage, suivi d’une
chute puis d’une stabilisation a partir de 480 h. Les concentrations en azote nitrique (N-
NO;’) (Fig. 43 B) ont montré un pic plus marqué pour les SR 3, 4 et 5 aprées 300 h

d’expérimentation suivi d’une stabilisation des concentrations a partir de 400 h.
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Figure 43. Evolution des concentrations en éléments azotés mesurées au cours d’une
sauvegarde d’huitres Crassostrea gigas en systéme re-circulé de 5 semaines. A : Evolution
de [’azote ammoniacal total. B : Evolution de [’azote nitrique.

Cette deuxieme phase est caractérisée par des différences significatives entre les 6 SR
(ANOVA, p < 0,05 ; F= 74,12) et une homogénéité des concentrations en nitrate entre les
SR 3, 4, 5 (ANOVA, p= 0,67 ; F= 0,41). Ainsi, les deux facteurs testés dans ces systémes, la
vitesse du courant et la quantité de nourriture, n’influencent pas les concentrations en
nitrate. Les concentrations en matiéres azotées dissoutes ont été les plus faibles dans le
SR 6 en raison de la dilution engendrée par le taux de renouvellement de 10 % par heure.
Les SR 1 et 2, caractérisés par des charges moins importantes, ont montré des
concentrations plus faibles que les autres systémes ne dépassant pas les 2,5 mg.l”" de AAT
et 5 mg.l" de nitrate. Ce sont finalement les SR 3, 4 et 5 qui ont montré des
concentrations les plus importantes, pouvant atteindre 5 mg.l" en AAT et 8 mg.l" en
nitrate. Les systémes SR 3 a SR 5 étaient caractérisés par les charges les plus importantes.
En ce qui concerne la modélisation, la variable d’état N-NH,"/NH; est alimentée par
[’azote issu de I’ammonification des biodépots et par U’excrétion des huitres. La quantité

de biodépots soumise a l’ammonification a été estimée a 1 % de la MOP. Les flux sortants
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sont multiples : i) [’azote ammoniacal total (AAT) quitte le systéeme par renouvellement de
Ueau, ii) les pertes liées a une volatilisation de ’azote (pertes NH4) et iii) la nitrification
transformant ’AAT en N-NOs'. Le coefficient caractérisant les pertes en N-NH,/NH; a été
calibré a 'aide des concentrations d’AAT mesurées expérimentalement. Cette calibration
n’a pas permis d’obtenir une valeur unique pour ’ensemble des 6 conditions testées. Une
valeur de 28 a donc été retenue pour les SR 1 et 2 et de 2 pour les SR 3 a 6 (Tableau 11).
Les pertes constatées sur les SR 1 et 2 ont été plus de 14 fois supérieures a celles
constatées dans les SR 3 a 6 (Tableau 11). La différence dans la taille des bacs (90 | contre
1300 ) et Uhydrodynamisme peuvent étre a Uorigine d’un dégazage (air-lift) plus
important expliquant cet écart. La nitrification est le flux principal d’élimination de ’AAT,
elle a été modélisée a partir de l’équation de Monod avec une constante de demi-
saturation (Ks) et un taux maximal de nitrification (Jsmax) établis pour des filtres
biologiques utilisés en systéme re-circulé de poissons (Tableau 11). La surface prise en
compte dans cette équation correspond a la surface des coquilles des huitres (faces
internes et faces externes) qui servent de support aux bactéries nitrifiantes. Ces surfaces
ont été mesurées pour des huitres de tailles commerciales (60-80 g) comme démontré au
chapitre 3.1 et représentent en moyenne 73,3 cm’ (face interne) et 102 cm’ (face
externe). L’évolution des concentrations en matiéres azotées dissoutes (Fig. 43) suggere
que la nitrification n’est pleinement efficace qu’au bout de plusieurs jours et que cette
activité augmente progressivement. Les mesures expérimentales ont montré une
décroissance de la concentration en AAT au bout d’une centaine d’heures seulement (Fig.
43) mettant en évidence que U’activité de nitrification par la population bactérienne n’est
pas pleinement efficace des le premier jour de sauvegarde. Ainsi, une simulation de la
suppression de la nitrification a permis d’observer une accumulation exponentielle de
l’azote ammoniacal total pendant les 70 premieres heures due a ’accumulation de l’azote
issu de U’excrétion azotée des huitres et a ’ammonification des biodépots (résultats non

présentés). Pour modéliser ce phénomene, une variable (act nitrif) a été calibrée (Fig. 44).
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Figure 44. Evolution de [’activité de nitrification (act nitrif) observée a partir de
[’évolution de la concentration en azote ammoniacal total au cours de la sauvegarde
d’huitres Crassostrea gigas en systeme re-circulé.

Un bilan des flux d’azote (Tableau 13) a été réalisé a partir des valeurs simulées par le
modeéle. La quantité d’azote a été estimée dans la chair des huitres en tenant compte de
la perte de poids sec entre le début et la fin de !’expérimentation (différence entre N
entrant et N sortant). L’apport de phytoplancton, la perte d’azote (AAT et nitrate) par le
renouvellement du volume d’eau (résultant uniquement de l’apport de phytoplancton dans
le cas du SR 1) et les pertes en AAT et en nitrate ont été calculées sur 800 heures
d’expérimentation et quantifiées en g d’azote. Les pertes en AAT ont été estimées par
calibration du modéle et correspondent aux pertes possibles par volatilisation de |’azote
ammoniacal. Les pertes en nitrate, estimées par calibration, regroupent [’assimilation de

l’azote par des micro-organismes (algues, bactéries et champignon) en milieu anaérobie et

Tableau 13. Bilan en azote (en g de N) du SR 1 réalisé a partir des données du modéle.

N entrant N sortant
Huitres (chairs) 218,40 160,21
Phytoplancton 54,90
Renouvellement 52,96
Pertes AAT 14,78
Pertes NO; 87,74
Bilan (g de N) 273,30 315,70
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aérobie (Thoman et al., 2001; Van Rijn, 2002) et une possible perte par dénitrification
(pertes d’azote sous forme N,O et N;). Ces pertes en nitrate prennent donc aussi en
compte l’azote piégé dans le systéeme re-circulé et ne représentent pas qu’une perte
d’azote du systeme. L’azote est aussi piégé dans le systéme au niveau des biodépots,
(estimé a 4 g de N) et dans le volume d’eau (estimé a 5,3 g de N). Les quantités d’azote
entrant dans le systeme re-circulé sont de 273, 3 g de N pour une quantité sortante de
315,70 g de N. Ce bilan n’est donc pas équilibré et la différence de 42,4 g de N
correspondrait alors a |’azote piégé dans le systéeme et 33,1 g de N (différence constatée
moins ’azote piégé dans les biodépots et le volume d’eau) ne sont pas identifiés.
L’amaigrissement des huitres au cours des 5 semaines de sauvegarde s’est traduit par une
perte d’azote de 58,19 g de N (218,4 moins 160,21 g de N) et autant d’azote ont été
apporté par le phytoplancton (54,90 g de N) que perdu par le renouvellement de ’eau du
systeme re-circulé (52,96 g de N).

Les simulations de l’évolution des matieres azotées dissoutes (Fig. 45) ont montré
des résultats proches des valeurs observées avec un écart pour les SR 4 et 5. Le modeéle a
sous estimé ’effet de la dilution liée au taux de renouvellement pour la concentration en
N-NO;" du SR 6, avec une augmentation de [’azote nitrique montrant une pente plus
importante que les valeurs expérimentales. Comme pour les valeurs observées, le modéle
a simulé une croissance de I’AAT avec un pic au bout de 100 h d’expérimentations puis une
chute de concentrations aprés 400 h pour se stabiliser a une valeur résiduelle inférieure a
0,1 mg N-NH,".l". Le modéle a aussi correctement simulé la croissance de |’azote nitrique
jusqu’a un plateau atteint au bout de 300h. Seuls les SR 4 et 5, caractérisés par un apport
en nourriture moins important et une vitesse de courant plus forte, ont vu leurs
concentrations en AAT et N-NO; simulées sous estimées par rapport aux valeurs
expérimentales. Ce constat permet de suggérer que la vitesse du courant et l’apport en
nourriture sont deux variables forcantes dont les effets n’ont pas été correctement

transcrits dans le modele et nécessiteraient alors une étude plus approfondie.

Analyse de sensibilité

L’analyse de sensibilité (Fig. 46) a montré que le parameétre resp 3 a été le plus
influent pour les trois variables testées (poids sec, NH4 et NO3) avec des variations allant
de 86 a plus de 120 % lorsque ce parameétre est augmenté de 10 % et de 33 a 82 % pour une
diminution de 10 %. La forte sensibilité des variables a ce parametre, impliqué dans le
calcul de la respiration, s’explique par la formulation de l’équation de Bougrier et al.
(1995) qui est de type exponentielle. Les variables NH4 et NO3 sont en plus sensibles aux

parameétres excl et Ks qui sont impliqués dans la loi d’excrétion azotée et dans la
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Figure 45. Simulation de [’évolution de [’azote ammoniacal total (N-NH, /NH3) et de
[’azote nitrique (N-NOs') au cours de la sauvegarde d’huitres Crassostrea gigas pendant 5
semaines dans 6 systemes re-circulés (SR) soumis a des conditions différentes (tableau 8).
--- : Azote Ammoniacal Total : simulations, e : Azote Ammoniacal Total: observations, A :
N-NO; : simulations , - - - : N-NOs : observations.

131



SR3

SR 1
1809 poids sec 130 7 Poids sec
120 | 120 |
110 110
100 100
90 90
80 80
& 70 & 70
v 60 N +10% v 60
07 3 -10% 50 7
40 40
30 30
20 20
10 | 10 |
0 0 M
S f"\o SEESEEE, Q&%‘:}g@& ST i:\\o‘\‘“ﬁ FSESESE EE ziéq“‘\
(,oé (Pé @K
130 — NH4+ 130 — NH4+
120 120
110 110
100 100
90 90 4
80 80 4
& 70 & 70
v 60 w60
50 50 |
40 40
30 30
20 20
10 | 10
°¢"'ff¢”¢”:"ww\““ S I s B P )
ST :\0 S s E S E ézoéé; N N FSEFFTST S & & é’&éq“z &
(96
130 . 130 .
120 — NO3 120 NO3
110 110
100 100
90 | 90
80 80
& 70 & 70
©v o 60 @ 60 -
50 50
40 40
30 30
20 20
10 — 10 —
0 - 0
& ::@Qy@# A\:fzo 4)} & @'9’\19 X e*(' s 4,:’{:\5&“ *‘% o"&:\‘ Qyé‘ 4}“ @&tz&“;&véo & z*'(ZQ"zo‘vf\’Ké\jOiZ;@ : ;}\6”

Figure 46. Indice de sensibilité (IS) pour les différents parameétres du modeéle élaboré a
[’occasion de la sauvegarde d’huitres Crassostrea gigas en systemes re-circulés (SR). Une
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présentée pour les deux types de SR (SR 1 et SR 3) et pour trois variables d’états : Poids
sec, NH4 et NO3'. Seuls les paramétres les plus sensibles ont été retenus.
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nitrification. Ils représentent les deux principaux flux alimentant les variables NH4 et les
NO3. Enfin, le paramétre modulant les pertes en nitrates, coef NO3, influence de 9 a 13 %
la concentration en nitrates dans les deux SR testés. L’ensemble des autres parametres ont
montré des sensibilités similaires quel que soit le type de systéeme re-circulé considérés, le
SR 1 d’un volume de 1300 | ou le SR 3 de 90 L.

3.3.4- Discussion

Evolution du poids sec

L’accumulation du phytoplancton les 4 premiers jours (96 h) laisse supposer une
activité de filtration réduite des huitres en début d’expérimentation et une possible
période d’acclimatation plus marquée pour le SR 5 soumis a la vitesse de courant la plus
importante. Les huitres prélevées dans le milieu naturel au mois de mars ont été
directement placées dans les systemes re-circulés (16°C) et ont alors subi un choc
thermique certain de 6 a 7 °C (température estimée a 10-11°C en mars). Les
expérimentations réalisées sur l’évaluation du stress (chapitre 2.1) ont montré une
perturbation de U’activité de filtration de I’huitre d’une trentaine d’heures pour une méme
amplitude de variation de température (de 6 C°). Dans la présente étude, la prise de
nourriture semble débuter au bout de 4 jours ce qui suggére une sous-estimation de cette
période d’acclimatation ou bien que d’autres phénomenes se sont cumulés, perturbant les
bivalves plus longtemps. L’impact de la vitesse du courant dans le SR 5 serait ainsi a
prendre en compte comme un parameétre supplémentaire pour déterminer cette durée
d’acclimatation. Cet effet de la vitesse du courant a été nettement visible sur la filtration
des huitres du SR 5 qui a été inférieure a celle des autres SR (Fig. 41). De plus, impact de
la vitesse du courant sur le poids sec des individus semble sensiblement le méme que celui
induit par une réduction de ’apport de nourriture.

La proportion de phéophytine mesurée dans les cultures de phytoplancton
représente 4 % de la chlorophylle a (données personnelles) alors que les quantités de
phéophytine mesurée dans les SR ont été jusqu’a 4 fois supérieures aux concentrations en
chlorophylle a. Ainsi, la part importante des produits dégradés de la chlorophylle a
témoigne de la forte présence de matiere détritique dans l’eau du systéme re-circulé et
les faibles valeurs en chlorophylle a suggérent qu’une faible quantité de phytoplancton est
restée en suspension.

Une corrélation de Pearson (r’= 0,31 ; p < 0,05) montre qu’aucune corrélation n’a
pu étre établie entre la concentration en MOP mesurée dans le milieu et la concentration
mesurée en chlorophylle a, ce qui permet de suggérer que la MOP présente dans le

systeme re-circulé ne provient pas uniquement d’organismes chlorophylliens tel que le
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phytoplancton apporté comme nourriture. La présence de matiére détritique dans l’eau
laisse supposer que les biodépots produits par les huitres seraient remis en suspension
apres une sédimentation dans le fond du bac de stockage. Ces biodépots sont composés
d’'une part de matiére organique correspondant a une fraction des microalgues
consommeées et rejetées sous forme de pseudo-feces et de mucus enrobant ’ensemble des
particules organiques et inorganiques. Ces agrégats de biodépots sont a nouveau remis en
suspension dans U’eau puis filtrés et consommés par les huitres, subissant un nouveau
traitement des particules, via les mécanismes de sélection pré-ingestive. Le coefficient de
30 % qui s’applique a la production de pseudo-feces pourrait étre sous estimé. En effet, les
huitres peuvent opérer un rejet sélectif plus efficace de la matiére organique dégradée
(Pastoureaud et al., 1996; Barillé et al., 1997b). La remise en suspension de cette matiere
organique détritique pourrait étre attribuée a Uair-lift qui assure la mise en mouvement de
la masse d’eau mais qui a l’inconvénient de créer des turbulences qui ont apparemment
limité la sédimentation des particules biodéposées. Ce phénomene est d’autant plus
probable pour les SR 1 et 2 dont les volumes d’eau étaient plus importants et qui ont
nécessité un apport d’air de 120 [.min™, contre 10 l.min" pour les autres systémes re-
circulés. Ces rejets sous forme de pseudo-feces se sont élévés en moyenne a 0,13 + (ET)
0,05 mg MOP.h™".g" et la production de féces, qui correspond aux MOP ingérés mais non
absorbés, s’est élévée a 0,06 + (ET) 0,02 mg MOP.h™'.g™". La production de féces organiques
est donc deux fois moins importante que la production organique de pseudo-féces, or cette
proportion semble sous estimée car pour des valeurs de MES inférieures a 10 mg.l”, la
quantité de féces produite devrait étre équivalente ou supérieure aux pseudo-féces
(Deslous-Paoli et al., 1992). Ces auteurs ont aussi estimé une production de pseudo-feces
organiques de 0,39 a 0,77 mg.h™'.g" et de féces organiques de 0,94 a 1,07 mg.h"".g" pour
une concentration en MES de 6 a 8 mg.l". De méme, Barillé et al.(2003) ont mesuré des
productions de féces de 3 mg MOP.h".g™ et de pseudo-féces de 5 mg MOP.h™'.g™" pour des
concentrations en MES de 15 mg.l™" et en MOP comprises entre 3,3 et 5,7 mg.l”, confirmant
une sous-estimation des biodépots par le modeéle.

Le modele n’a pas permis non plus de simuler correctement ’évolution de la
concentration en MOP. Ce constat pourrait étre expliqué par les hypotheses émises
précédemment, les concentrations en MOP observées ont pris en compte de la matiére
détritique remise en suspension alors que le modele n’a pas été construit pour simuler ce
phénomene. Les faibles concentrations en MOP simulées suggerent que les quantités de
phytoplancton apportées dans le systéeme re-circulé sont faibles et ’évolution des poids
sec des individus a conforté ce constat. La simulation des concentrations en MOP a montré
que le modéle a réagi de la méme maniére pour les SR 3, 5 et 6 laissant supposer que la

vitesse de courant et le taux de renouvellement n’ont pas d’effet sur les concentrations en
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MOP. Les concentrations en MOP des SR 2 et 4 ont présenté une évolution similaire
suggérant que le modele réagit de la méme maniére pour un apport de phytoplancton plus
faible (SR 4) ou une dilution plus importante dans le milieu (SR 2).

La perte de poids sec des huitres dans les six conditions testées indique que les
quantités de phytoplancton (10® cellules.huitre™.jour) apportées au cours des 5 semaines
de sauvegarde ont été insuffisantes alors qu’elles étaient estimées suffisantes dans des
conditions d’affinage pour une température légerement plus faible de 14°C (Méléder et
al., 2001). Les mortalités ont été faibles mais pourraient augmenter si la durée de la
sauvegarde était prolongée de quelques jours. En effet, la disparition totale des réserves
et la diminution du poids du soma suggérent que les huitres sont en condition
d’amaigrissement (Fig. 40). Une simulation de |’évolution du poids sec des huitres au cours
de 5 semaines de sauvegarde pour les 6 SR a permis de définir une concentration optimale
de phytoplancton a apporter (courbes non présentées). Les SR 1, 3 et 4 nécessiteraient un
apport de 2.10° cellules.huitre™.jour" alors que le SR 2, 5 et 6 nécessiterait un apport de
3.10® cellules.huitre.jour™. Cet apport est sensible a la fois a la charge en huitres (SR 2),
la vitesse du courant (SR 5) et le taux de renouvellement (SR 6). Ainsi, le SR 2 a une charge
inférieure aux autres SR (90 kg.m™ contre 138 et 167 kg.m™) ce qui implique un apport de
phytoplancton moins important que pour le SR 1, pour un méme volume et donc une
dilution plus importante des cellules alors que les huitres des deux SR ont une filtration
équivalente (1,6 l.h™.ind"). Les huitres du SR 5 ont montré une filtration moins élevée en
raison d’une vitesse de courant de 8 cm.s' contre 3 cm.s" pour les autres SR, une
concentration de phytoplancton supérieure est donc nécessaire pour compenser cet effet.
Enfin, le taux de renouvellement de 10 % par heure appliqué au SR 6 dilue le
phytoplancton, nécessitant un apport plus important pour permettre aux huitres de filtrer
une quantité de microalgues suffisante pour maintenir un bilan énergétique positif.

Une simulation de U’effet de trois concentrations distinctes de phytoplancton sur les
variables, poids sec, concentration en AAT et en azote nitrique (Fig. 47) montre qu’un
apport de phytoplancton de 3.10% cellules.ind”.jour" entrainerait une prise de poids de
plus de 150 % pour les huitres, sans pour autant perturber la qualité de |’eau puisque les
concentrations en AAT évoluent peu, ne dépassant pas le seuil de 2,5 mg.l" et les valeurs
en fin d’expérimentation restent inférieures a 1 mg.l"'. L’azote nitrique présente une
évolution différente avec, pour un apport de 3.10® cellules.ind™”.jour”, une augmentation
de sa concentration de 30 % par rapport a celle observée avec un apport de nourriture 3
fois moins important. Au bout de 800 heures, ces concentrations en azote nitrique ne sont
pas stabilisées et il serait intéressant de connaitre leur évolution au-dela de 5 semaines de

sauvegarde.
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Figure 47. Simulation de [’effet de trois apports de phytoplancton (cellules.ind”.jour”)
sur ’évolution de trois variables, le poids sec, [’azote ammoniacal total et [’azote
nitrique au cours d’une sauvegarde d’huitres Crassostrea gigas pendant 5 semaines.
Systeme re-circulé (SR 1), caractérisé par un volume de 1300 [ et par une charge de 138
kg.m?. Sy3$téme re-circulé (SR 3), caractérisé par un volume de 90 [ et par une charge de
167 kg.m™.



Evolution des matiéres azotées dissoutes

La perte d’azote du systeme re-circulé constatée a partir des données
expérimentales a été transcrite dans le modele par deux flux (AAT et nitrate) qui peuvent
regrouper un ensemble de phénomenes. L’estimation réalisée dans le bilan (Tableau 13)
montre que les pertes d’azote représentent 37 % de l’azote entrant dans le systeme mais
cette forte proportion inclue aussi de I’azote piégé dans le systéeme re-circulé. Cependant,
des pertes élevées en azote ont été mentionnées dans des systemes re-circulés de poissons
ou le déficit peut représenter 9 a 21 % de |’azote entrant dans le systeme (Thoman et al.,
2001). L’absence de lumiére et les faibles concentrations en phytoplancton permettent
d’éliminer une perte possible par assimilation de [’azote par les microalgues, malgré une
similarité entre Uévolution des concentrations en AAT et de la concentration en
chlorophylle a. De méme, ’absence de sédiment permet d’éliminer toute possibilité de
piégeage par ce substrat. Par contre, les processus engendrés par les populations
bactériennes sont plus probablement impliqués. Les conditions d’oxygénation et les
concentrations en oxygene constatées suggerent que si des zones anoxiques se sont
développées dans le systéeme re-circulé au cours des 5 semaines de sauvegarde, elles sont
rares et pourraient étre éventuellement localisées au niveau des biodépots accumulés en
fond de bac. Les pertes en azote par dénitrification peuvent alors étre considérées comme
minimes puisque ce processus est réalisé par des bactéries hétérotrophes fonctionnant en
anaérobiose (Herbert, 1999). Deux autres processus peuvent étre mis en cause: la
réduction des nitrates par assimilation (assimilatory nitrate reduction) qui est un processus
réalisé en aérobiose convertissant les nitrates en nitrites puis en ammoniaque. Il permet
aux bactéries, champignons et aux algues d’assimiler de ’azote pour la biosynthése de
leurs composants cellulaires (Timmons et Ebeling, 2007). Le second processus est la
réduction des nitrates par dissimilation (dissimilatory nitrate reduction) ; il emprunte le
méme parcours métabolique (NO; puis NO, et NH,") mais c’est un processus respiratoire
utilisé par les bactéries hétérotrophes en condition anoxique (Timmons et Ebeling, 2007).
Ce second procédé de transformation des nitrates a donc peu de risque d’étre actif dans
nos conditions. Si a priori la réduction des nitrates, ou ammonification des nitrates,
semble avoir peu de chance d’étre la cause principale des pertes d’azote constatées dans
nos conditions, certaines études ont souligné que ce processus n’est pas rare dans les
systemes aquacoles en raison de U’hétérogénéité du milieu, ainsi des courtes périodes
d’anaérobiose dans un environnement normalement aérobie pourraient conduire a des
pertes d’azote non négligeables (Timmons et Ebeling, 2007). L’accumulation de matiere
organique pourrait avoir été a l’origine de micro-sites subissant des conditions anoxiques
et se manifestant par des accumulations de nitrites dans le milieu. Or, les concentrations

en nitrites (Fig. 48) ont atteint 43 mg.l" aprés 270 heures d’expérimentation en relation
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avec le processus de nitrification pour se stabiliser a des valeurs de 1 mg.l" en fin
d’expérimentation montrant ’absence d’accumulation en raison de processus bactériens
supplémentaires. D’autres causes doivent étre recherchées pour justifier cette perte. Le
piégeage de ’azote par les bactéries colonisant les coquilles des huitres (Hernandez-
Zarate et Olmos-Soto, 2006) ou par les micro-organismes associés aux bivalves peut étre
une autre piste mais un puit d’azote non identifié existe potentiellement dans le systéeme
re-circulé qui reste difficile a identifier avec les données acquises dans cette étude. Parmi
les autres processus impliqués dans les flux d’azote, la nitrification est sensible a un
ensemble de facteurs tels que la concentration en oxygene et le pH du milieu. Ainsi, une
concentration en oxygéne minimum de 2 mg.l" est requise (Wheaton et al., 1994) et le pH
doit étre compris entre 7 et 9 pour ne pas devenir un facteur limitant la nitrification (Chen
et al., 2006). Les données expérimentales collectées montrent que la concentration en
oxygéne reste supérieure a 90 % de saturation, (soit 7,1 mg.l" a 16°C et 34 %) et le pH se
situe entre 7,7 a 8,2, ces facteurs ne sont donc pas limitant dans notre systéeme. La
nitrification de l’azote ammoniacal est modélisée selon l‘équation de Monod avec les
parametres proposés par Chen et al. (2002) issus de |’étude de biofilms présents dans les
filtres biologiques de systémes re-circulés. Plusieurs études ont montré que la température
n’a pas d’effet significatif sur le taux de nitrification dans une gamme de 14 a 18°C (Zhu
et Chen, 2002; Malone et Pfeiffer, 2006) mais pour plus de sensibilité du modele,
Uinfluence de la température a été prise en compte et associée au taux de nitrification
maximal (Js max). L’équation de la nitrification est rapportée a une surface de biofilm.
Dans nos conditions, les coquilles des huitres représentent elles-mémes une surface
spécifique non négligeable de 360 m*/m?* avec une activité nitrifiante importante (chapitre
3.1). Par ailleurs, les parois des bacs et des tuyaux composant le systéeme re-circulé qui
sont aussi potentiellement des supports pour le développement de biofilms ont été
négligés. En effet, en début de stockage les parois sont indemnes de biofilm et il faut
entre 13 a 20 jours a un biofilm afin qu’il atteigne sa densité maximum, selon le type
d’organismes mis en élevage (Wietz et al., 2009). Ainsi, seule la surface des faces internes

et externes des coquilles d’huitres ont été prises en compte pour évaluer la nitrification.
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Figure 48. Evolution des concentrations en nitrites observées au cours de la sauvegarde
d’huitres Crassostrea gigas pendant cing semaines dans 6 systemes re-circulés soumis a
des conditions expérimentales différentes.

L’évolution de l'activité de nitrification (Fig. 44) est similaire a la courbe de
croissance d’une population bactérienne caractérisée par une premiere phase de latence,
observée au cours des 180 premieres heures, puis une croissance exponentielle de 180
heures a 390 heures suivie d’un plateau. Ainsi, a partir de 390 heures, ’activité nitrifiante
des bactéries est pleinement efficace et stable. Une perturbation de |’environnement,
telles qu’une limitation en substrat (AAT ou nitrites), une accumulation de métabolites
inhibiteurs ou de produits finaux ou un manque d’espace, pourraient perturber la
croissance de la population bactérienne et ’activité de nitrification (Juska, 2011). Or,
’absence d’accumulation des AAT apres 300 heures (Fig. 43) et des nitrites aprés 500
heures (Fig. 48) d’expérimentation montre que Lactivité bactérienne n’a pas été
perturbée et suggére alors une stabilité du milieu et I’absence de facteurs limitants. Le
décallage dans |’évolution des concentrations en AAT, en nitrites et en nitrates montre la
présence de deux populations bactériennes différentes. La population bactérienne
oxydatrice de UAAT est représentée par des especes telles que Nitrosomonas,
Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus et Nitrosovibrio alors que Nitrobacter,
Nitrococcus, Nitrospina et Nitrospira oxydent les nitrites en nitrates (Neubacher et al.,
2008). En plus de ces bactéries autotrophes a croissance lente, des bactéries
hétérotrophes, a croissance plus rapide, sont aussi impliquées dans la nitrification (Mevel

et Chamroux, 1986; Hagopian et Riley, 1998). Le produit final de la nitrification est les
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nitrates dont la concentration se stabilise au cours du temps. Actuellement, les nitrates
dans les systemes re-circulés adaptés a |’élevage piscicole représentent un facteur limitant
et leur élimination est assurée par le renouvellement de l’eau et le développement des
techniques de dénitrification (Timmons et Ebeling, 2007).

Les résultats expérimentaux sur les matieres azotées dissoutes ont montré un effet
tres net du taux de renouvellement de l'eau qui a 10 % par heure suffit a contenir les
concentrations en AAT et en nitrates sous un seuil de 1 mg.l" (SR 6) au bout de cing
semaines de sauvegarde. Ce constat est favorable a une sauvegarde d’huitres en systeme
re-circulé dans une situation de restriction en eau. Par ailleurs, la charge est un facteur
montrant une corrélation avec les valeurs d’AAT et l’azote nitrique. Le systeme re-circulé
soumis a la vitesse de courant de 8 cm.s”’ (SR 5) a montré un pic de concentration en
chlorophylle a plus important que les autres systemes re-circulés et un pic de
concentration en AAT parmi les deux plus élevés. Une vitesse plus importante nécessite un
débit d’air de air-lift plus important produisant donc plus de turbulences et remettant
d’avantage les matieres particulaires en suspension. Enfin, les concentrations en AAT,
nitrites et nitrates n’ont pas dépassé les seuils identifiés chez Crassostrea virginica comme
étant perturbateur de la filtration et qui sont de 11 mg.l" pour les AAT, 140 mg.l" pour les
nitrites et supérieur a 2000 mg.l" en nitrate (Epifanio et Srna, 1975).

La gamme de température définie comme la plus adaptée pour la sauvegarde
d’huitres de taille commerciale en systéme re-circulé a été définie entre 14 et 18°C
(chapitre 1.2). Cependant, le modeéle reste valide pour une température allant de 13°C a
22°C car la loi d’excrétion azotée a été élaborée dans ces limites (chapitre 3.1). Une
simulation de Ueffet de trois températures, 13°C, 16°C et 22°C (Fig. 49) a été réalisée sur
les trois variables, poids sec, NH4 et NO3, avec un apport de nourriture de 10°
cellules.huitre™.jour”. Les résultats ont montré que le poids sec de U’huitre pouvait
décroitre en dessous de 0,6 g aprés cing semaines de sauvegarde a 22°C soit pres de 35 %
de pertes par rapport au poids initial, alors que la perte de poids serait limitée entre 5 et
7% a 13°C, selon le systéme re-circulé considéré en raison de colits métaboliques plus
élevés a 22°C qu’a 13°C (Bougrier et al., 1995). A 22°C et pour une charge en huitres de
167 kg.m™, la concentration en AAT pourrait atteindre plus de 4,5 mg.l™" et serait limitée a
3 mg.l" a 13°C. Le pic de concentration en AAT observé aprés 100 heures
d’expérimentation varie finalement peu selon la température. Par contre, les
concentrations en azote nitrique simulées a 22°C s’élévent a plus de 7,5 mg.l™ pour le SR 3
et 4 5 mg.l" pour le SR 1. Une augmentation de température de 16°C a 22°C provoque
donc une accumulation de N-NO;  plus importante dans le SR 3 que dans le SR 1,
probablement en lien avec des pertes moins importantes constatées sur les systéemes re-

circulés de 90 L. Quelles que soient les conditions de température simulées, les
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Figure 49. Simulation de [’effet de trois températures, 13°C, 16°C et 22°C sur [’évolution
de trois variables, le poids sec, [’azote ammoniacal total et [’azote nitrique au cours
d’une sauvegarde d’huitres Crassostrea gigas pendant 5 semaines. Systéme re-circulé (SR
1), caractérisé par un volume de 1300 [ et par une charge de 138 kg.m™. Systéme re-
circulé (SR 3), caractérisé par un volume de 90 [ et par une charge de 167 kg.m™.
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concentrations en AAT sont en général supérieures aux concentrations mentionnées par
d’autres auteurs étudiant le stockage de bivalves en systéme re-circulé: 0,067 mg.l
'(Epifanio et Mootz, 1976), 0,1 a 4,2 mg.l" (Buchanan et al., 1998) ou inférieure a 0,1 mg.l’
' (O'Beirn et al., 1998) et cependant, les concentrations simulées restent en dessous des

seuils de toxicité pour "huitre (Epifanio et Srna, 1975).

3.3.5- Conclusion

La quantité de nourriture apportée aux bivalves est apparue nettement insuffisante
pour atteindre l’objectif du maintien du poids des individus pendant cing semaines de
sauvegarde. Les conditions de confinement dans le systéeme re-circulé semblent avoir
influencé le comportement des matieres particulaires et ’accessibilité des particules
phytoplanctoniques aux huitres. Une concentration en phytoplancton de 2 a 3,5.10°
cellules.huitre™.jour™, selon les conditions expérimentales, devra ainsi étre apportée a des
bivalves d’un poids total moyen de 60 g pour maintenir leur poids sec constant. Cette
quantité, 2 a 3 fois supérieure a celle apportée, souligne que les conditions trophiques,
initialement basée sur un procédé d’affinage controlé en grand volume (Méléder et al.,
2001) n’était pas adaptées a une sauvegarde en systeme re-circulé qui nécessite un apport
en nourriture plus important. Une simulation a montré qu’une augmentation de la
température a 22°C n’altére pas les conditions de sauvegarde alors qu’un apport de
phytoplancton trois fois plus important que celui testé entrainerait une production d’azote
nitrique nécessitant éventuellement la mise en place d’un procédé de dénitrification,
comme pratiqué dans les systémes piscicoles. L’action de remise en suspension des
matieres particulaires par le systeme d’air-lift et ’accumulation des biodépots, pouvant
aussi étre remis en suspension, sont les deux parameétres pouvant expliquer cette
différence. Les simulations réalisées ont montré qu’une sauvegarde a 22°C ne présenterait
pas de risque pour le maintien de la qualité de I’eau, avec un apport de nourriture adaptée
au maintien du poids sec des huitres pendant cing semaines de sauvegarde. L’élimination
des biodépots sera un sujet a approfondir lors d’un transfert a une échelle plus importante
pour que ce parametre ne devienne limitant pour le succes de ce procédé. Les mortalités
tres faibles et le maintien de la qualité de U’eau permettent cependant de valider la
faisabilité d’une sauvegarde d’huitres en systéme re-circulé pendant cing semaines et avec
des charges importantes de 167 kg.m™. Un taux de renouvellement de 1,25 % a 10 % par
heure permet de maintenir la qualité de l’eau, mais un apport de nourriture sous une
forme plus concentrée pourrait permettre de diminuer davantage le renouvellement en

eau du systeme re-circulé, en cas de restriction totale en approvisionnement en eau.
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La modélisation a ici été un outil d’aide a la compréhension des mécanismes
influencant le comportement des bivalves. En plus de la mise évidence du role de U’air-lift
sur la remise en suspension des matieres particulaires, ’élaboration du modele a permis
de mettre en évidence une perte d’azote du systeme qui peut s’élever a 30 % de ’azote
entrant. Ces pertes ont été mentionnées dans la littérature sur des systemes re-circulés
piscicoles et le phénomene semble lié a une activité bactériologique, mais le sujet

nécessiterait d’étre approfondi pour une meilleure compréhension du phénomene.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES






Un procédé novateur

L’ensemble des études présentées dans ce manuscrit a permis de décrire un
procédé de sauvegarde novateur a plusieurs égards. L’utilisation d’un systeme re-circulé
pour la sauvegarde d’huitres constitue une solution nouvelle alors que le stockage en
chambre froide est plus généralement pratiqué par les professionnels. Les circonstances
qui ont motivé le choix d’une sauvegarde sont encore un point d’originalité de ’étude.
L’utilisation de systeme re-circulé se veut une réponse aux probléemes de microalgues
sécrétant des toxines dont la fréquence d’apparition des blooms serait en augmentation
ces dernieres années (Belin, 2004). Le systeme re-circulé peut de plus devenir
multifonctionnel, servant a sauvegarder une population de bivalves pour permettre a
ostréiculteur de continuer a commercialiser son produit, pour une mise en quarantaine
de souches exotiques ou pour une détoxication d’individus contaminés par des
phycotoxines.

Les systémes re-circulés appliqués aux bivalves ont fait ’objet de tres peu d’études
(Hussenot, 2006), tandis que |’élevage des poissons et des crevettes ont été les pionniers
dans ce domaine. Pour ’aquaculture de ces organismes, |’optimisation des conditions de
stockage était nécessaire pour la survie technique et économique de la filiere (Martins et
al., 2010). Le comportement sessile des bivalves et leur mode d’alimentation different de
celui des autres especes aquacoles et n’ont pas permis de transférer directement les
connaissances issues de la filiere poisson ou crevette. Un certain nombre de paramétres
hydrobiologiques ont donc dii étre redéfinis. La complexité des structures des systémes re-
circulés habituellement mis en place a ici été revue pour favoriser un outil simple
d’utilisation et moins onéreux. Ainsi, contrairement aux systémes re-circulés mis au point
pour les poissons, un systeme re-circulé expérimental a été concu en adaptant la forme du
bac aux clayettes utilisées par les ostréiculteurs afin d’optimiser le volume de stockage. La
possibilité remarquable de fonctionner en re-circulation sans filtre biologique pour traiter

les rejets azotés est une autre spécificité du stockage de bivalves.

Les réponses physiologiques au centre de I’étude

L’optimisation des conditions hydrobiologiques des huitres a été réalisée dans des
conditions expérimentales cadrées. La nécessité de limiter les risques pathologiques a
imposé le choix d’une gamme de température d’une faible amplitude allant de 14 a 18°C.
Une température standard de 16°C a été retenue pour ’ensemble des expérimentations.
Le choix du matériel biologique s’est orienté vers des animaux de taille commerciale (46 a
85 g) et triploides, pour limiter le risque de ponte lié a la mise en place de la

gamétogenese. Le maintien du poids des individus pendant la sauvegarde est une priorité
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économique pour les éleveurs et l’alimentation des huitres a ainsi été analysée en détail a
’occasion de chaque expérimentation. La filtration des individus a été suivie a ’occasion
d’un choc de température qui a montré une perturbation de cette réponse physiologique
pendant quelques heures sans pour autant démontrer un réel impact sur le maintien du
poids sec. La vitesse du courant perturbe la filtration de ’huitre probablement en raison
d’un effet mécanique lié a la pression exercée sur |’appareil de filtration des individus. Le
maintien du poids des huitres dépend également de ’apport d’une ration alimentaire
suffisante, or la quantité de cellules phytoplanctoniques déterminée a l’occasion de
procédé d’affinage (Méléder et al., 2001) ne semble pas adaptée aux conditions
spécifiques d’un systeme re-circulé et la modélisation de U’ensemble du procédé de
sauvegarde a permis de proposer une ration 2 a 3 fois supérieure, selon les conditions
expérimentales. Enfin, les réponses physiologiques des bivalves sont aussi intimement liées
a la qualité de ’eau et la concentration en matieres azotées dissoutes a été ’autre sujet
important des travaux présentés dans ce manuscrit. L’excrétion azotée des huitres a été
décrite en tenant compte de ’apport de nourriture et de la température, deux facteurs
environnementaux clefs dans le systeme re-circulé. Moins important que ce qui est décrit
dans la littérature, le flux d’azote ammoniacal qui en résulte est par contre totalement
consommé par la population bactérienne associées aux coquilles des huitres et par le
probable dégazage lié au systeme d’air-lift. La mise en évidence de lactivité de
nitrification par une population bactérienne localisée sur les faces internes et externes de
la coquille des huitres justifie l’absence de filtre biologique et représente une spécificité

de la sauvegarde des bivalves en systéeme re-circulé.

Perspectives

La sauvegarde d’huitres en systéme re-circulé est donc réalisable pour une
population d’individus de taille commerciale et sans objectif de croissance. Un
renouvellement du volume d’eau a raison de 1 a 10 % par heure est suffisant pour
maintenir la qualité de !’eau durablement et peut permettre d’envisager une utilisation de
ce procédé dans des zones géographiques éloignées de la mer, en vue d’un rapprochement
des points de ventes. Dans les conditions expérimentales testées ici, ’apport de nourriture
a imposé un renouvellement minimum de 1 % par heure. Un autre mode de distribution
pourrait alors étre prospecté pour encore réduire le renouvellement, en ayant recours a un
apport en microalgues deshydratées ou concentrées sous forme de pate (Macmillan et al.,
1994; Buchanan et al., 1998). Le colt de ce type d’approvisionnement devra étre pris en
compte pour étre applicable. La facilité de production de la diatomé Skeletonema

costatum sur le site de UIFREMER de Bouin, n’a pas incité a tester d’autres espéces
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d’algues dans le cadre de ces expérimentations, or d’autres auteurs ont travaillé avec
Isochrysis galbana (Epifanio et Mootz, 1976), Tetraselmis sp. (Frias et Segovia, 2010) ou
Chaetoceros calcitrans (Buchanan et al., 1998). Des études seront nécessaires pour
connaitre l'impact de différentes especes d’algue sur la qualité de ’eau (matiére en
suspension, quantité d’azote excrété). L’intégration de la population de bivalves a un
systeme couplant plusieurs espéces aquacoles (Shpigel et al., 1997; Miranda et al., 2010),
est une autre solution pour résoudre le probleme de |’approvisionnement en nourriture,
mais peut étre difficile a mettre en ceuvre dans le cas d’un stockage ponctuel et soudain,
en réponse a une interdiction de commercialisation. L’apport en nourriture reste donc un
probleme a résoudre en raison du colt de production et du temps de main d’ceuvre
nécessaire, alors que la filiere du poisson a confié la production de l’aliment a des
industriels, une solution similaire pourrait étre développée avec la mise au point de
granulés d’algues déshydratées par exemple.

Le consommateur reste tres attaché aux qualités gustatives de U’huitre, illustré par
Uintérét pour les appellations et les labels (Cardinal et al., 2000), et une sauvegarde en
systeme re-circulé pourrait modifier les caractéristiques organo-sensorielles des huitres,
méme si [’étude sur le stockage en chambre froide n’a pas montré de modification de ces
caractéristiques aprés 15 jours en conditions émergées et a 3°C (Buzin et al., 2011).
Cependant, le maintien dans une eau peu renouvellée, Uapport de nourriture
monospécifique et les conditions environnementales pourraient modifier les qualités
gustatives des huitres. Le suivi de l’évolution des qualités sensorielles des huitres pourrait
alors étre réalisé afin de garantir au consommateur un produit identique a celui
préalablement placé en sauvegarde. A défaut, une démarche commerciale de labélisation
pourrait étre envisagée pour valoriser ce produit alors considéré comme nouveau.

Pour un transfert du procédé de sauvegarde en systéme re-circulé aux
professionnels, un certain nombre de sujets doivent encore étre approfondis. Ainsi, une
sauvegarde réalisée sur 4 semaines avec un stock de 180 kg d’huitres n’a pas soulevé le
probléeme de ’élimination des biodépdts, or pour un stock d’une tonne, I’accumulation des
féces et pseudo-féces risque d’étre a Llorigine de zones d’anoxies favorisant une
dénitrification et risquant le relargage de produits toxiques de dégradation tel que du
sulfure d’hydrogene. Si ce processus est a U’heure actuelle une voie d’élimination de
’azote des systemes re-circulés pour poissons et crevettes (Grguric et al., 2000), la
prolifération de bactéries hétérotrophes consommatrices d’oxygene et I’augmentation des
matieres en suspension nécessiteront d’évacuer les biodépots du systéeme. Le mode
d’élimination doit aussi faire l’objet d’une réflexion car un siphonage du fond des bacs est
difficile en présence des clayettes contenant les huitres et obligerait a remplacer le

volume d’eau perdu. Une remise en suspension des biodépdts pour une élimination par
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surverse augmenterait la concentration en matiére particulaire du milieu et pourrait géner
la filtration des huitres. Cependant, I’élimination de la matiére particulaire des systémes
re-circulés reste un probléme quelle que soit l’espece considérée a cause du colt
engendré (Menasveta et al., 2001).

Enfin, Uutilisation des systémes re-circulés pourrait étre élargie au naissain d’huitres en
réponse aux mortalités liées a U’hespesvirus Os HV-1 avec une sauvegarde qui se
déroulerait du mois de mars au mois d’octobre permettant aux ostréiculteurs de sauver
leur début de cycle de production. La sauvegarde pourrait aussi étre testée sur d’autres
especes telles que la moule et la coquille Saint-Jacques dont la production et la péche
sont aussi soumises aux interdictions de commercialisation en raison de la présence
d’algues toxiques. La structure des bassins, les quantités de nourriture, le maintien de la
qualité de U’eau et le comportement des bivalves nécessiteraient alors d’étre redéfinis

avec une gestion des systemes re-circulés probablement différente.
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Optimisation des conditions hydrobiologiques pour la conservation de |’huitre
creuse Crassostrea gigas en systéme re-circulé

Le maintien de la commercialisation des bivalves lors des interdictions de ventes
représente un enjeu économique majeur en conchyliculture. Pour assurer la survie et
maintenir la qualité des huitres creuses Crassostrea gigas, la sauvegarde a terre peut étre
envisagée de deux facons i) hors d’eau en chambre froide a 3°C et humidité contrélée qui
permet de conserver la qualité sensorielle des bivalves durant 15 jours, ou ii) en systeme
re-circulé pour conserver en eau pendant 30 jours, des animaux disponibles a la vente. Les
huitres sont stockées a 167 kg.m™ dans un bac équipé d’un systéme d’air-lift avec une eau
traitée par UV et thermorégulée. Un apport minimum de nourriture permet le maintien du
poids sec. La température optimale de sauvegarde des huitres a été déterminée a 16°C
pour limiter les mortalités et s’affranchir des risques de ponte. Le stress thermique di au
transfert des huitres dans cet environnement entraine une perturbation des réponses
écophysiologiques de Uordre de trente heures. La vitesse de courant, indispensable au
transport de la nourriture et a ’oxygénation, a un effet négatif significatif sur la filtration
des bivalves. L’excrétion dissoute des huitres a été quantifiée en fonction de la
température et de U'apport de nourriture. L’azote ammoniacal excrété par les bivalves
subit une nitrification due a l'activité des bactéries essentiellement présentes sur les
coquilles des huitres. Ce processus permet de maintenir les concentrations en NH," et NO5’
sous le seuil de toxicité pour les bivalves. Une modélisation des flux d’azote et des
matiéres organiques au sein du systeme re-circulé a permis de simuler les conditions
optimales de conservation des huitres en terme de poids sec et de survie.

Mots clefs : Crassostrea gigas, huitre Pacifique, systéeme re-circulé, écophysiologie,
sauvegarde, modélisation

Optimization of hydrobiological parameters for the storage of the oyster
Crassostrea gigas in recirculating systems

The maintenance of bivalve commercialisation during periods when sales are
prohibited represents a major economic issue for shellfish-farming. To ensure their survival
and to preserve the oyster Crassostrea gigas quality, their storage in land-based systems
has been studied i) out of water in a cold room at 3°C with controlled humidity, enabling
the bivalve sensory quality to be retained for 15 days, and ii) in recirculating systems in
immersed conditions for 30 days. For the latter, the oysters were stored at 167 kg.m?
density in a tank equipped with an air-lift system, with water treated with UV and
thermoregulated. A minimum of food was supplied to avoid mass tissue loss. A
temperature of 16°C was defined as optimal to limit mortality and to avoid spawning risks.
The thermal stress linked to the transfer of oysters into this environment induced
disruptions of the ecophysiological responses for around 30 hours. The speed of the water
current within the system, which is essential to transport food and oxygen, presented a
significant negative effect on bivalve clearance rate. The oyster nitrogen excretion was
quantified according to the temperature and food supply. The ammonia excreted by
bivalves is nitrified by a bacterial population which is mainly located on the oyster shells.
This process keeps NH," and NO;™ concentrations below the toxic level for the bivalve. The
modelling of nitrogen and organic matter fluxes in the recirculating system enabled the
optimal conditions of storage to maintain oyster dry weight and survival to be simulated.

Keywords: Crassostrea gigas, Pacific oyster, recirculating system, ecophysiology,
safeguard, modelling



