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Résumé

Le développement d’indices de vitalité et de stress chez les
mollusques bivalves en élevage est d’'une grande importance
pour les conchyliculteurs afin d’avoir en main des outils effi-
caces leur permettant de minimiser les mortalités et les faibles
croissances, et ainsi d’optimiser leur productivité. Une pano-
plie d’indices de vitalité pour les bivalves sont décrits et utilisés
dans la littérature scientifique. lls sont utilisés avec différentes
especes et dans des conditions variées. lls caractérisent divers
niveaux d’intégration : population, individu, tissus ou organes,
cellules et molécules. Neuf grands groupes d’indicateurs
font I'objet d’'une revue de littérature : (1) métallothionéines
(MT), (2) les protéines de choc thermique (HSP), (3) biomar-
queurs du stress oxydant, (4) biomarqueurs de génotoxicité,
(5) charge énergétique en adénylates (CEA), (6) marqueurs
immunologiques, (7) réserves énergétiques, (8) caractéris-
tiques physiologiques de base, et (9) marqueurs comporte-
mentaux. Les informations fournies indiquent les especes
étudiées, les méthodes d’analyse utilisées, quelques résultats
obtenus ainsi que les qualités/inconvénients des tests.

Il n’existe pas d’indice de vitalité universel malgré la panoplie
existante. Ainsi, il est sans doute préférable de se référer a
une batterie d’indicateurs situés a différents niveaux d’orga-
nisation et réalisés sur des effectifs importants pour améliorer
la sensibilité, parfois au détriment de la rapidité. Cette mesure
de plusieurs indices demande un long temps de réponse ce
qui les rend moins attrayants dans le cadre des opérations
maricoles courantes. De nombreux facteurs peuvent faire
varier l'intensité de réponses des différents indicateurs comme
'espéce, I'age, le sexe, I'état reproducteur, les caractéris-
tiques génétiques et le stock d’origine. Il est donc extréme-
ment important de bien connaitre I'espéce visée, en conditions
normales (sans stress) et les variations liées aux cycles biolo-
giques des organismes étudiés. La plupart des biomarqueurs
proposés dans la littérature sont le fruit de recherches fonda-
mentales qui nécessitent I'utilisation de matériel sophistiqué
et la mise en ceuvre de protocoles lourds, difficiles a réaliser
in situ et nécessitant beaucoup d’expertise et d’argent. Ces
indices sont donc trés peu utilisés en aquaculture. Les indices

portant sur des fonctions générales de I'organisme comme
les tests de comportement ou physiologiques prennent en
compte une grande part de I'état physiologique des animaux.
Ce sont des indices plus globaux qui sont donc avantageux
puisqu’ils permettent de déterminer une vitalité au plus large
spectre d’aptitudes possibles au détriment, par contre, d’'une
compréhension fine des facteurs de stress et de leurs effets
sur l'organisme.

Abstract

The development of vitality and stress indices for farmed
bivalve molluscs is of great importance to shellfish producers;
it gives them effective tools that allow them to keep mortality
and weak growth to a minimum and thus, optimise productiv-
ity. A host of vitality indices for bivalves have been used and
are described in scientific literature. They are used for different
species and in various conditions. They characterise different
levels of integration: population, individuals, tissues or organs,
cells and molecules. The literature was reviewed in order to
examine nine broad groups of indicators: (1) metallothioneins
(MT), (2) heat-shock proteins (HSP), (3) oxidative stress
biomarkers, (4) genotoxicity biomarkers, (5) adenylate energy
charge (AEC), (6) immunological markers, (7) energy reserves,
(8) basic physiological characteristics, and (9) behavioural
markers. The information provided includes details regarding
the species studied, the analysis methods used, a few results
obtained and the qualities/drawbacks of the tests.

Despite the myriad indices that exist, there is no universal
marker for vitality. Thus, it is inarguably better to refer to a
series of indicators for various organisation levels and use
them to examine large numbers of individuals to improve the
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sensitivity of testing, sometimes to the detriment of rapidity.
Such measurement of several indices calls for a long response
time which makes them less attractive in the context of usual
mariculture operations. Numerous factors—species, age, sex,
reproductive state, genetic characteristics and initial stock—
can cause the response intensity of the different indicators to
vary. It is, therefore, of the utmost importance to be fully fami-
liar with the targeted species under normal conditions (stress-
free) and the variations associated with the biological cycles of
the organisms being studied. Most of the biomarkers proposed
in the literature are the outcome of fundamental research that
requires the use of sophisticated material and the implementa-
tion of stringent protocols that are hard to perform in situ and
require a great deal of expertise and money. Consequently,
these indices are used very little in aquaculture. The indices
dealing with the general functions of the organism—which can
be determine using behavioural or physiological tests—take
into account much of the animal’s physiological condition.
Thus, it is the more comprehensive indices that are the most
advantageous since they allow users at the broadest possible
spectrum of aptitudes to determine vitality, albeit to the detri-
ment of gaining a fine understanding of stress factors and their
effects on the organism.
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Revue de littérature et fiches descriptives des différents indicateurs de stress et
de vitalité utilisés pour caractériser les mollusque bivalves

1. Introduction

Le développement d'indices de vitalité et de stress chez les
mollusques bivalves en élevage est d’'une grande impor-
tance pour les conchyliculteurs afin d’avoir en main des outils
efficaces leur permettant de minimiser les mortalités et les
faibles croissances, et ainsi d’optimiser leur productivité. Ces
indices intéressent aussi les gestionnaires des ressources
halieutiques pour le suivi de I'évolution des stocks, de I'état
de santé des animaux sauvages et de leur environnement.
Puisque les bivalves sont relativement sédentaires et élevés
en abondance, ils sont facilement accessibles et souvent utili-
sés comme espéces sentinelles de la qualité de I'environne-
ment. Une caractéristique importante des bivalves qui les rend
attrayants comme espéces sentinelles est leur mode d’alimen-
tation. Filtreurs, ils concentrent dans leurs tissus les éléments
dissous et particulaires présents dans leur entourage. Par
exemple, le programme Mussel Watch, mené depuis 1986 par
le National Centers for Coastal Ocean Science (NCCOS) de
la National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA)
des Etats-Unis, utilise des moules (Mytilus sp. et Dreissena
sp.) et des huitres (Crassostrea virginica) pour analyser 140
composés permettant d’effectuer un suivi de I'état et des
tendances des lacs, des estuaires et des milieux cotiers améri-
cains (Kimbrough et al., 2008). Au Québec, la mye commune
(Mya arenaria) est utilisée comme espéce sentinelle pour le
suivi de la contamination du fjord du Saguenay dans le cadre
de plusieurs études scientifiques (Blaise et al., 2002b; Gagné
et al., 2002; Fournier et al., 2003; Gagné et al., 2006).

En mariculture, l'identification du stress chez les individus est
essentielle puisqu’il peut causer un ralentissement de leur
croissance, une diminution de leur effort reproducteur, et une
augmentation de leur sensibilité a des facteurs supplémen-
taires de stress. A I'extréme, le stress peut causer la mort des
organismes. Les mortalités massives en mariculture sont des
phénoménes assez fréquents qui peuvent priver les produc-
teurs de revenus mettant en péril la rentabilité et méme éven-
tuellement la survie de leurs entreprises. Ainsi, au début des
années 1990, un tel phénoméne s’est produit aux lles-de-la-
Madeleine quand les moules ont été victimes de mortalité
massive a cause d’'un déficit énergétique résultant d’'un effort
reproducteur excessif en période de température élevée et de
faible qualité alimentaire, (Pellerin-Massicotte, 1997; Tremblay
et al., 1998a, Myrand et al. 2002). Des mortalités massives
se produisent régulierement en France dans les zones de
production de I'huitre creuse (Crassostrea gigas) (Samain et
McCombie, 2007; Samain et al., 2007). Cette problématique a
fait naitre le défi Morest, mis sur pied par I'Institut francgais de
recherche pour I'exploitation de la mer (IFREMER) en 2001,
et faisant appel a plusieurs disciplines de recherche (géné-
tique, physiologie, immunologie, pathologie, écotoxicologie,
écologie cétiére et environnement) pour tenter d’expliquer le
mécanisme d’interactions complexes menant a ces mortalités.

Les notions de vitalit¢ et de stress sont utilisées dans
plusieurs contextes, non seulement dans les travaux avec les
mollusques bivalves, mais aussi avec les autres organismes.
Bien que reliées, il importe tout d’abord de définir ce que sont
ces notions ,dans le cadre de cette revue de littérature. La

vitalité est définie comme I'ensemble des propriétés vitales,
les expressions ou les manifestations de la vie (croissance,
résistance aux agents extérieurs, énergie, mobilité, ferti-
lité, etc.), qui proviennent d’une série d’aptitudes innées ou
acquises pour répondre a différentes agressions courantes ou
occasionnelles (Fleury et Mazurié, 2003). On mesure donc les
manifestations de cette vitalité et non la vitalité elle-méme. Ces
manifestations peuvent étre mesurées au niveau de la popu-
lation (abondance, structure d’age, etc.), de l'individu (crois-
sance, morphologie, comportement, taux de filtration, etc.),
des tissus ou organes (taille de 'ensemble des cellules épithé-
liales digestives, épaisseur de la coquille, etc.), des cellules
(phagocytose, nombre d’hémocytes, etc.) et des molécules
(charge énergétique, HSP, enzymes, ADN, etc.).

Le stress est la réponse de l'organisme a des agressions.
Les épreuves ou facteurs de stress peuvent étre exogénes
d’'origine naturelle (variations de température, de salinité, de
concentration en oxygéne, etc.), endogénes (gamétogénése,
etc.) ou anthropiques (manipulations, transport, introduction
de polluants dans le milieu, etc.). A la suite d’un stress, il existe
deux conclusions possibles : le rétablissement et la récupé-
ration des individus ou la mort. L'inaptitude des organismes
a répondre a une épreuve entraine leur mort. Le stress peut
induire une mortalité totale ou partielle du stock de bivalves,
mais peut aussi passer inapergu lorsque les individus ont pu
récupérer. Cette récupération passe donc par une réponse
adéquate de ses fonctions innées ou acquises servant a
répondre aux différentes agressions, et donc de sa vitalité. La
durée totale ainsi que lintensité du stress sont des notions
importantes pour le conchyliculteur afin d’intervenir (opéra-
tions/manipulations en conchyliculture) uniquement lorsque ce
stress est terminé.

Il parait intéressant d’identifier des indicateurs de la vitalité
des bivalves pour estimer leurs probabilités de survie face a
des facteurs de stress. Ainsi, plus cette vitalité sera élevée,
plus I'animal sera apte a s’adapter a des épreuves importantes
affectant son métabolisme. Ceci se traduira par la modification
de certaines fonctions en réponse a ces épreuves qui seront
des indices de stress. Bien que les facteurs de stress peuvent
entrainer la morbidité ou méme la mort, ces effets sont souvent
précédés de changements subtils qui, identifiés rapidement,
font acte de bio-indicateurs.

Idéalement, un bon indice de vitalité doit étre pertinent (organe
analysé adapté a I'agent stressant que I'on veut mesurer, en
état physiologique au repos ou lors d’un test d’effort), fiable
(reproductible chez des lots identiques), sensible (détecter des
variations chez des lots en conditions différentes), applicable
in situ, mesurable sur I'individu et sur la population, prendre en
compte l'allométrie, non létal, rapide, simple, robuste et peu
colteux.

Le présent document est la compilation d’informations perti-
nentes, mais non exhaustives, sur plusieurs indices de vitalité
utilisés avec les bivalves. Il se veut un élément de référence
pour mieux comprendre leurs caractéristiques et leurs condi-
tions d’utilisation.
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2. Les métallothionéines (MT)

2.1. Introduction

Les métallothionéines (MT) font partie du groupe des métal-
loprotéines, c’est-a-dire des protéines qui possédent des ions
métalliques dans leur structure propre ou qui peuvent les fixer
sur certains de leurs sites actifs. Contrairement a d’autres
métalloprotéines, les MT sont des dérivées métalliques d’une
protéine riche en soufre appelée la thionéine et n’ont pas d’ac-
tivité enzymatique. Leur role est de participer a la régulation du
contenu intracellulaire en métaux tout en neutralisant et détrui-
sant les radicaux libres. L'induction de leur synthése peut étre
causée par différents agents stressants et, dans 'environne-
ment, les variations de leurs teneurs dans les différents tissus
ou organes sont fréquemment corrélées avec la présence
de métaux en excés ou de métaux toxiques (cadmium, zinc,
cuivre, mercure, or, argent, cobalt, nickel, bismuth) (Amiard et
Cosson, 1997).

2.2 Bivalves étudiés

Tableau 1 : Métallothionéines étudiées chez certaines espéces

Especes Agent stressant References
Mya arenaria Eolluthn Blaise et al., 2002a
industrielle
Elliptio Pollution Blaise et al., 2002a
complanata industrielle
. Steinert et Pickwell,
Métaux lourds 1988
Mytilus edulis

Leinio et Lehtonen,
2005
Bordin et al., 1997

Saisons, sites

Métaux lourds

Macoma balthica Leinid et Lehtonen,

Saisons, sites

2005
Corbicula Metaux fourds Baudrimont et al.,
fluminea 1997
Ruditapes Cadmium et Bebianno et al., 1993;
decussata métaux lourds Geret et al., 2002

2.3 Quelques méthodes d’analyse

La méthode d’analyse utilisée par plusieurs auteurs est celle
de la saturation a I'argent (Del Ramo et al., 1995; Blaise et al.,
2002a). Par contre, d’autres utilisent I'analyse par saturation
au mercure (Legeay et al., 2005), des méthodes immunohisto-
chimiques (Moraga et al., 2005) ou la polarographie par pulse
différencié (Bebianno et al., 1993; Bordin et al., 1997).

2.4 Quelques résultats obtenus

L'abondance de MT dans un organisme dépend de I'espéce
(Langston et al., 1989), de I'age, du cycle reproducteur, des
saisons et d’autres facteurs.

L’accumulation de cadmium dans les tissus mous chez
Ruditapes decussatus est linéaire avec le temps. Ce métal est
surtout accumulé dans le cytosol et est associé a des métallo-
thionéines. Chez les individus exposés a 400 ug/l de cadmium,

les MT sont davantage concentrés dans la glande digestive,
puis dans les branchies et finalement dans les autres tissus
mous (Bebianno et al., 1993). L'exposition a des doses sublé-
tales de cadmium augmente le nombre de métallothionéines
dans I'ensemble des tissus, mais surtout dans les branchies
(Bebianno et al., 1993). Chez cette méme espéce exposée
a 0,4 et 4,0 uM de Cd? et Cu?* ainsi qu’a un mélange des
deux métaux (0,2 uM), les MT sont localisés dans I'épithélium
de la glande digestive et des branchies en contact avec la
cavité palléale. La quantité de MT est plus importante dans la
glande digestive que dans les branchies. Les MT ont aussi été
localisées dans les gonades matures (Moraga et al., 2005).
Chez Ruditapes decussatus, I'exposition au cadmium induit la
production de métallothionéines apres seulement sept jours.
Une exposition a trois concentrations de Cd (4,40 et 100 g/l) a
augmenté la production de métalloprotéines qui se sont liées
au Cd excédent aprés 14 jours (Geret et al., 2002).

Les concentrations de métallothionéines chez Macoma
balthica varient de 0,85 a 7,81 mg/g de poids sec en fonction
des saisons. Les concentrations sont plus grandes en hiver
et plus faibles en été en raison des fluctuations de poids. De
plus, il existe une forte corrélation entre les concentrations de
métallothionéines et de métaux. Il y a une augmentation de
la concentration de métallothionéines aprés une exposition a
court terme a un mélange de Cd, Cu et Zn, mais avec des
variations en fonction de la saison. En hiver, M. balthica est
plus sensible aux métaux, elle accumule plus de cadmium
et cuivre et produit plus de métallothionéines que durant les
chauds mois d’été (Bordin et al., 1997).

Chez Dreissena polymorpha, il existe une corrélation positive
entre la quantité de métallothionéines et la concentration de
cuivre. La concentration en MT s’avére étre un des biomar-
queurs les plus discriminants, car il est trés sensible (de
Lafontaine et al., 2000).

Chez Corbicula fluminea, les individus exposés au cadmium
(30 pg/l) 'accumulent dans les branchies au cours du temps
(14 jours d’expérience). Cette accumulation est plus impor-
tante en conditions hypoxiques (2 mg O,/l). La synthése des
métallothionéines est observée chez les individus contaminés
et débute plus tot en conditions hypoxiques. Apres sept jours,
les concentrations en métallothionéines sont significativement
plus élevées en environnement hypoxique contaminé qu’en
milieu oxique contaminé (Legeay et al., 2005).

2.5 Qualités/inconvénients du test

Bien que les analyses de MT donnent des réponses rapide-
ment et qu’elles ne sont pas nécessairement létales, la déter-
mination de leur concentration demande une certaine expertise
en biochimie. Des équipements sophistiqués et colteux sont
nécessaires pour les analyses. De plus, elles nécessitent une
bonne connaissance des variations naturelles de leur concen-
tration afin d’interpréter correctement les résultats obtenus.
Ces indicateurs sont surtout utiles dans des conditions ou on
suspecte la présence de métaux lourds. Donc, leur utilisation
éventuelle est assez limitée.
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3. Protéines de choc thermique (hsp)

3.1 Introduction

Ces protéines de stress tirent leur nom du stress thermique
qui a permis leur découverte au début des années 1960.
Par contre, d’autres agents stressants peuvent en induire la
synthése. Bien qu’elles soient également présentes de fagon
normale (sans agent stressant) dans les cellules (Lindquist et
Craig, 1988; Ellis et al., 1989; Pelham, 1990; Morimoto, 1991;
Bensaude, 1992; Dahlhoff, 2004; Hofmann, 2005), elles sont
surexprimées en présence d’agents stressants chimiques ou
physiques (Dhainaut et al., 1997). Ces protéines jouent un réle
dans la réparation de la conformation tridimensionnelle des
autres protéines aprés leur dénaturation (Ellis et Vandervies,
1991) et fournissent ainsi une thermotolérance chez certains
organismes soumis a de fortes variations de température de
I'eau et de l'air. Il existe plusieurs familles dont les HSP90
(stress90), HSP70 (stress70), HSP60 (chaperonin60), HSP20-
30, ubiquinine et nucléoplasmines. Par contre, ce sont surtout
les HSP70 qui ont été étudiées chez les mollusques bivalves.

3.2 Bivalves étudiés

Tableau 2 : Protéines de choc thermique étudiées chez différents

bivalves
Indicateurs Especes Agent stressant Reterences
HSP70 et Mytilus Tributyletain et Steinert et
HSP60 edulis cuivre Pickwell, 1993
Sanders et al.,
1991
Sanders et
Martin, 1993
Sanders et al.,
199%4a
HSP 70 Placopecten | Augmentation de | Ross et al.,
magellanicus | la température 2003
Argopecten Augmentation et Ross et al.,
irradians diminution de la 2003
température
Mercenaria Diminution de la Ross et al.,
mercenaria température 2003
Crassostrea | Parasites Brown et al.,
virginica 1993
Métaux Cruz-Rodri-
lourds, PCB, guez et al.,
température 2000
Crassostrea | Temperature Shamseldin et
gigas al., 1997
Mytilus Temperature, Tiscar et al.,
galloprovin- | bactéries 1996
cialis
Mytilus Temperature, Brown et al.,
edulis cadmium 1995
Haliotis ‘Temperature et Drew et al.,
rubra salinité 2001

3.3 Quelques méthodes d’analyse

Il existe plusieurs méthodes d’analyse des HSP : le marquage
métabolique suivi d’une électrophorése et d’'une autoradiogra-
phie (Ruffin et al., 1994), I'utilisation d’anticorps spécifiques

(Bradley et Ward, 1989; Miller et al., 1990; Cochrane et al.,
1991; Sanders et Martin, 1993; Sanders et al., 1994b) et I'hy-
bridation avec des sondes d’ADN complémentaires et PCR
(Cochrane et al., 1991).

3.4 Quelques résultats obtenus

A la suite d’une exposition a un agent stressant, les concen-
trations en HSP varient selon les organes et les tissus étudiés
(Sanders et Martin, 1993), le cycle de marée, la saison, I'es-
péce (Nover, 1991; Sanders et Martin, 1993), I'age, le stade
de développement (Kroiher et al., 1992), I'état reproducteur et
I'alimentation.

Il semble aussi exister une relation linéaire entre l'induction
des HSP70 et la réduction du taux de filtration tel que démon-
tré dans les branchies de moules exposées au TBT (Steinert
et Pickwell, 1993).

Une diminution de la concentration en HSP a été observée
chez P. magellanicus jusqu’a 21 jours suite a une augmen-
tation de 10 °C en trois heures (Ross et al., 2003). Chez A.
irradians, le niveau de HSP a augmenté pendant et aprés
ce méme choc thermique pour atteindre une concentration
maximale 12 heures plus tard. Cette concentration excédait
toujours le niveau des témoins aprés une récupération de huit
jours. A la suite d’un choc thermique di & une diminution de
la température (17 °C en trois heures), le niveau de HSP chez
A. irradians et M. mercenaria a augmenté pendant et apres la
variation de température (Ross et al., 2003). Ainsi, les effets
d’'un agent stressant peuvent persister méme lors de la dispa-
rition de cet agent.

3.5 Qualités/inconvénients du test

Il reste d’importantes lacunes quant a l'utilisation des HSP
comme indicateurs a cause du manque de connaissances
sur leur dynamique exacte, la détermination de I'existence ou
non d’'une concentration seuil, d’'une teneur maximale en HSP
et de la présence d’induction transitoire ou permanente pour
les différents organismes. Ainsi, il est essentiel d’acquérir de
meilleures connaissances des variations des concentrations
de ces protéines dans des conditions naturelles (ligne de
base). De plus, la contamination du milieu naturel est fréquem-
ment multiple, ce qui complique linterprétation des résultats
suite a l'interaction des différentes toxines entre elles et avec le
systéme des HSP (Dhainaut et al., 1997). De plus, des équipe-
ments sophistiqués et colteux sont requis pour ces analyses
ainsi que des connaissances approfondies en biochimie.

4. Biomarqueurs du stress oxydant

4.1 Introduction

La formation d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) découle
de réactions métaboliques et de la production énergétique.
Ces espéces réactives sont I'oxygéne singulet ('O,), I'anion
superoxyde (O,), le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), le radical
hydroxyle (OH°) et les hydroperoxy radicaux. Ces ROS
peuvent créer un stress oxydant lorsqu’il y a insuffisance ou
dysfonctionnement des systémes de défense et de contrdle de
I'organisme pour combattre leur surproduction. Ainsi, c’est le
déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants qui méne a
une agression toxique (Cossu et al., 1997ab). Les ROS peuvent
attaquer les protéines, les lipides, les glucides et les acides
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Tableau 3 : Antioxydants et effets d’'un choc oxydant étudiés chez
différents bivalves

Indicateurs Especes Agent stressant References
Catalase Mytilus Temperature Pellerin-Massi-
edulis Exposition a I'air cotte, 1997
Saisons et sites Leini6 et Lehto-
nen, 2005
Abele et al.,
2002
Mya Temperature Abele et al.,
arenaria 2002
Unio Cuivre et thiram Doyotte et al.,
tumidus 1997
Ruditapes Cadmium Geret et al.,
decussatus 1997
Mytilus Acide abie- Gravato et al.,
galloprovin- | tique et acide 2005
cialis déshydroabiétique
Malondial- | Mytilus Temperature Pellerin-Massi-
déhyde edulis Exposition a 'air cotte, 1997
(MDA)
Mya Temperature Abele et al.,
arenaria 2002
Ruditapes Cadmium Geret et al.,
decussatus 1997
Peroxida- Mytilus Saisons Viarengo et al.,
tion des edulis 1991b
lipides
Unio Cuivre et thiram Doyotte et al.,
tumidus 1997
Ruditapes Cadmium Geret et al.,
decussatus 1997
Mytilus Acide abie- Gravato et al.,
galloprovin- tique et acide 2005
cialis déshydroabiétique
Glutathion | Mytilus Temperature Pellerin-Massi-
edulis Exposition a I'air cotte, 1997
Unio Cuivre et thiram Doyotte et al.,
tumidus 1997
Mytilus Acide abie- Gravato et al.,
galloprovin- | tique et acide 2005
cialis déshydroabiétique
Gluta- Mytilus Saisons et sites Leinio et Lehto-
thione-S- edulis nen, 2005
transerase
(GST) Saisons, Manduzio et al.
contaminants 2004
Macoma Saisons et sites Leinio et Lehto-
balthica nen, 2005
Mytilus Acide abie- Gravato et al.,
galloprovin- | tique et acide 2005
cialis déshydroabiétique
Gluta- Mytilus Saisons, Manduzio et al.
thione edulis contaminants 2004
peroxy-
dase Ruditapes Cadmium Geret et al.,
decussatus 1997
Mytilus Acide abie- Gravato et al.,
galloprovin- | tique et acide 2005
cialis déshydroabiétique

Suite
Tableau 3 : Antioxydants et effets d’'un choc oxydant étudiés chez
différents bivalves

Indicateurs Especes Agent stressant References
Gluta- Mytilus Saisons et Manduzio et al.
thione edulis contaminants 2004
reductase
Cu/ Mytilus Saisons et Manduzio et al.
Zn-supe- edulis contaminants 2004
roxyde
dismutase
Supe- Mya ‘Temperature Abele et al.,
roxide arenaria 2002
dismutase
Ruditapes Cadmium Geret et al.
decussatus 2002

nucléiques et entrainer ainsi une destruction et un dysfonction-
nement de leurs fonctions. lls peuvent en plus entrainer une
nécrose et une cancérisation des tissus ou encore un vieillis-
sement prématuré (Cossu et al.,, 1997b). Les ROS ont des
rayons de diffusion dans I'organisme plus ou moins étendus
selon leur stabilité et leur réactivité. Les mécanismes d’actions
antioxydantes agissent pour éliminer ces espéces réactives
ainsi que leurs catalyseurs, induire la synthése des antioxy-
dants et augmenter l'activité des systemes de réparation et
d’élimination des molécules endommagées (Cossu et al.,
1997b). Il existe trois types majeurs d’enzymes antioxydantes
ayant le pouvoir de détruire les ROS : les superoxydes dismu-
tases (SOD), les peroxydases et les catalases. Il existe aussi
des antioxydants non enzymatiques comme le glutathion
(GSH), I'acide lipoique, la vitamine E, la vitamine A et I'ubiqui-
nol. La détection de ces antioxydants enzymatiques ou non
ainsi que des conséquences d’un choc oxydant sont des indi-
cateurs étudiés par plusieurs chercheurs.

4.2 Bivalves étudiés

Voir tableau 3.

4.3 Quelques méthodes d’analyse

La détection des espéces radicalaires se fait avec des tech-
niques spectroscopiques de résonnance paramagnétique
électronique (RPE) basées sur la résonnance de spin élec-
tronique permettant d’étudier la nature et la structure des
espéces présentant un ou plusieurs électrons libres. Cette
technique de RPE nécessite de piéger préalablement les ROS
par la technique de spin-trapping a 'aide de réactifs nitrosés
ou a base de nitrones pour faire des complexes radicalaires
plus stables. Cette technique ne s’applique qu’in vitro.

Les études sur les conséquences des ROS sont beaucoup
plus nombreuses que la détection des ROS elles-mémes.
Ainsi, la lipoperoxydation est mise en évidence par la mesure
de la concentration en malondialdéhyde (MDA) par chro-
matographie liquide (HPLC) ou par spectrophotométrie du
complexe coloré avec I'acide thiobarbiturique. Les systémes
antioxydants principalement étudiés reposent sur lactivité
des systémes enzymatiques (superoxyde dismutase (SOD),
peroxydases, glutathion réductase et catalases) ainsi que sur
les concentrations en glutathion, en vitamines E et C et en
caroténoides. Le tableau suivant montre les méthodes utilisées
par différents auteurs pour différents systémes antioxydants.
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Tableau 4 : Méthodes d’analyse pour la détection de I'activation des systémes antioxydants*

[ Systémes

Methodes

References

Superoxyde dismutase

(SOD)

Reduction du cytochrome ¢ par O, generes par le systeme
xanthine/xanthine oxydase

McCord et Fridovich, 1969

Oxydation du NADH par O, generes par le melange EDTA/
MnCI2 + 3 mercaptoéthanol

Paoletti ef al., 1986

Autooxydation du pyrogallol en milieu basique

Marklund et Marklund, 1974

Glutathion peroxydase

(GPx)

Suivi de la consommation d'un des deux substrats (GSH ou
peroxyde)

Wendel, 1981
Flohe et Gunzler, 1984

Suivi de 'oxydation du NADPH couplee a l'activite
peroxydasique

Paglia et Valentine, 1967

Catalase

Cinetique de reduction d'H,O,

Beers et Sizer, 1952

Mesure de 'O, degage au cours de la reduction d' H,0,

Del Maestro et McDonald, 1987

Spectrophotometrie

Pellerin-Massicote, 1997

Glutathion reductase

Suivi de 'oxydation du NADPH en presence de glutathion
oxydé

Carlberg et Mannervik, 1985

(GRd)
Glutathion Reaction cyclique ou la reduction du DTNB est suivie, en Akerboom et Sies, 1991
(GSH) présence de glutathion oxydé
Methodes HPLC apres derivation du glutathion avec un reactit | Leroy et al., 1993
fluorescent Martin et White, 1991
Neuschwander-Terri et Roll, 1989
Malondialdehyde Test a I'acide thiobarbiturique (TBA) Buege et Aust, 1978
(MDA) Pellerin-Massicotte, 1997

Meéthodes HPLC

Csallany et al., 1984
Esterbauer et al., 1984
Behrens et Madere, 1991

4-hydroxynonenal

Methodes HPLC

Esterbauer et Zollner, 1989

Methodes GC-spectrometrie de masse

Rice-Evans et al., 1991

Ensemble du spectre des

Méthode de la 2,4 dinitrophenylhydrazine

Esterbauer et Zollner, 1989

aldéhydes formés au cours

. . Methode de la 1,3 cyclohexanedione
de la lipoperoxydation

Rice-Evans et al., 1991

* Tableau modifié a partir de Cossu et al. (1997a), p. 144

4.4 Quelques résultats obtenus

Les activités antioxydantes dans la glande digestive de
Mytilus edulis et de Mytilus galloprovincialis sont influen-
cées par la teneur en oxygeéne et les facteurs climatiques et
physiologiques. Les activités antioxydantes et la lipoperoxy-
dation diminuent en conditions anaérobiques (Viarengo et al.,
1989). Les activités antioxydantes sont augmentées chez M.
galloprovincialis par la ponte en mars-avril et diminuent au
printemps avec une augmentation de la nourriture et de la
température (Solé et al., 1995). Chez M. edulis, les moules
agées de plus de dix ans présentent un taux de lipoperoxyda-
tion plus élevé qui est expliqué par une activité antioxydante
moindre (Viarengo et al., 1991a). Les activités antioxydantes
sont généralement augmentées en présence de polluants,
transitoirement, accompagnées ou non de lipoperoxydation et
varient d'une espece a l'autre (Cossu et al., 1997b).

Il y a une augmentation des teneurs en MDA dans la glande
digestive de M. edulis lors d’'une augmentation de la tempé-
rature ou d’'une émersion. Ces concentrations sont corrélées
négativement avec une diminution du glycogéne et avec le
stress physiologique occasionné par les pontes successives
(Pellerin-Massicotte, 1997). Dans les sites ou les moules
sont submergées en permanence, la production de MDA et la

catalase sont induites par les conditions environnementales
séveéres (action des vagues dues a des vents violents).

L'inflammation, les maladies infectieuses (Torreilles et al.,
1996), I'age (Ribera et al., 1989) et la reproduction (Viarengo
et al., 1991b) sont des facteurs qui augmentent la production
de ROS.

L'activité de la NADPH-ferrihémoprotéine a été observée dans
les cellules de la glande digestive de moules bleues recueillies
dans un site contaminé contrairement a des moules provenant
d'un site non contaminé. De plus, la saison ne semble pas
influencer ces résultats (Kagley et al., 2003).

4.5 Qualités/inconvénients du test

L’étude du stress oxydant est complexe en raison des méca-
nismes impliqués et de la diversité des protocoles expéri-
mentaux. La mise en ceuvre demande une réelle expertise
biochimique. De plus, l'activité antioxydante peut revenir a
son niveau initial (adaptation) méme si I'exposition a un agent
stressant (ex. pollution) persiste (Solé et al., 1995). Par contre,
la diminution qui suit un pic d’induction peut aussi signifier un
état de santé précaire de I'organisme étudié. De plus, I'induc-
tion d’'une activité antioxydante en particulier peut seulement
étre compensatoire au déficit d’'une autre, c’est-a-dire que si
une activité antioxydante ne fournit plus pour une certaine
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raison, un second type d’activité sera mis en branle et prendra
la reléve pour maintenir le métabolisme. Aussi, cette activité
peut résulter d’'un phénomene physiologique normal (repro-
duction) ou de facteurs environnementaux naturels. Ainsi, I'uti-
lisation d’indicateurs antioxydants nécessite une trés bonne
connaissance des variations normales chez 'espéce étudiée.

5. Biomarqueurs de génotoxicité

5.1 Introduction

La génotoxicité peut se définir comme étant une altération de
l'intégrité structurale de 'ADN par un agent (substance géno-
toxique) de nature physique ou chimique. Ces modifications
peuvent étre décelées soit par I'analyse directe de la struc-
ture de 'ADN ou par I'examen de sa traduction fonctionnelle.
Les agents génotoxiques ont deux modes d’action. Ils peuvent
former des produits d’addition (adduits) entre le xénobiotique
et les nucléotides ou occasionner des cassures dans les brins
d’ADN formant des micronoyaux (Rether et al., 1997) ce qui
donne parfois lieu a des manifestations externes visibles (ex.
dissymétrie de la coquille). Ces altérations peuvent servir d’in-
dicateurs de stress génotoxique (Fréchette, 2003).

5.2 Bivalves étudiés

Tableau 5 : Altérations de ’ADN utilisé comme indicateur de génotoxi-
cité chez différents bivalves

Indicateurs Especes Agent stressant References
Dissyme- Chlamys Stress environne- | Frechette et
trie de la islandica mentaux Daigle, 2002
coquille — Cras- Stress environne- | Fréchette ef
dissymétrie | sostrea mentaux al., 2003
fluctuante gigas
Dommages | Mytilus Acide abietique Gravato et al.,
de 'ADN galloprovin- | et acide déshy- 2005

cialis droabiétique

5.3 Méthodes d’analyse

Certaines méthodes s’attardent a caractériser 'ADN lui-méme
tandis que d’autres mesurent plutdt les effets des modifica-
tions de 'ADN sur le phénotype de l'individu (ex. : asymétrie
fluctuante). Certains chercheurs utilisent la radiodétection
(Randerath et al., 1981). Cette méthode est précédée par un
postmarquage consistant a hydrolyser avec enzymes ’ADN
en nucléotides ou petits oligonucléotides contenant les adduits
pouvant étre marqués au 3?P par transfert de groupement
phosphate radioactif du y3?P-ATP avec de la polynucléotide
kinase du phage T4. Les nucléotides et adduits radioactifs
sont finalement séparés par une série de chromatographies
sur plaques de polyéthyleneimine cellulose (PEl-cellulose)
avant d’'étre détectés et comptabilisés grace a I'autoradiogra-
phie (Rether et al., 1997).

Pour la cassure de monobrin, il existe des techniques dont
I'élution alcaline (Rydberg, 1975; Ahnstorm et Erixon, 1980;
Kohn, 1986; Shugart, 1988) et I'essai cometes en conditions
alcalines (Singh et al., 1988; Fairbairn et al., 1995; Ross et al.,
1995).

La détection de micronoyaux se fait par la détection d’érythro-
cytes micronucleus.

La dissymétrie fluctuante (DF) (fluctuating asymmetry)
correspond aux variations morphologiques aléatoires de
part et d’autre du plan de symétrie d’un organisme selon des
influences génétiques et environnementales. C’est un outil
largement utilisé en recherche. En I'absence de toute pertur-
bation de I'expression du génome, les traits phénotypiques
devraient étre sensiblement identiques de part et d’autre d’un
plan de symétrie. Ainsi, la DF est I'expression morphologique
des perturbations de I'expression des génes suite a I'exposi-
tion a un agent génotoxique. La dissymétrie dysfonctionnelle
se manifeste en trois types : centrée, directionnelle ou asymé-
trique (Moller, 1997). Fréchette et al. (2003) ont estimé la DF
de I'huitre creuse avec la formule suivante :

DF =(L-R)/(L+R) (1

Cette formule est utilisée dans le cas d’'un modele additif de
la croissance, c’est-a-dire lorsque les tissus qui générent la
croissance ne changent pas de forme (ex. ongles, plumes,
dents, écailles, etc.) et L et R correspondent a la taille de
la valve gauche et droite respectivement. Dans le cas d’'un
modeéle de croissance multiplicatif, c’est-a-dire dans les cas ou
la croissance résulte de la participation active des tissus a la
production d’autres tissus, la formule utilisée est la suivante :

DF = In (L/R) )

5.4 Quelques résultats obtenus

Des moules et des huitres exposées pendant quelques jours
a des polluants chimiques présentent une augmentation du
nombre de cassures d’ADN simple brin dans les branchies
et dans le tractus digestif, effets qui restent perceptibles une
semaine apres le retour en eau non contaminée (Nacci et al.,
1992).

La DF augmente généralement avec le niveau de stress
éprouvé pendant I'ontogénie (Hochwender et Fritz, 1999;
Badyaev et al., 2000; Hosken et al., 2000; Lens et Van Dongen,
2000; Kozlov et al., 2001). C’est aussi un indicateur pratique
de la capacité individuelle a résister aux agressions de I'envi-
ronnement (Brown et Bomberger Brown, 1998; Bjorksten et
al., 2000; Lens et Van Dongen, 2000, Fréchette et al., 2003).
Cependant, chez certaines espéces, la DF peut étre masquée
par une croissance compensatoire (Collin, 1997) ou peut
demeurer stable dans le temps (Chippindale et Palmer, 1993;
Shykoff et Moller, 1999). Par exemple, la DF de Crassostreas
gigas est stable (Fréchette et al., 2003). Selon Polak (2003), la
DF répond a plusieurs agressions environnementales (tempé-
ratures extrémes, polluants, fragmentation des écosystémes,
niveau de radiation,etc.).

5.5 Qualités/inconvénients du test

Les manifestations d’'un choc génotoxique ne semblent pas
étre utiles a titre d’indicateur précoce puisque lorsqu’un agent
de stress affecte 'ADN, c’est qu'il a passé a travers toutes
les autres barrieres de défense de I'organisme. Sa présence
aurait donc pu étre détectée plus toét avec un autre type d’in-
dicateur. De plus, comme ces mutations sont permanentes,
elles peuvent étre trés dommageables pour les organismes
et diminuer grandement leur vitalité. Les méthodes de radio-
détection nécessitent la manipulation de radioactivité, ce qui
est impossible a faire sur le terrain et requiert de trés grandes
protections en milieu contrdlé.
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La méthode de détection des micronoyaux dans les érythro-
cytes est trés sensible, mais la fréquence d’observations de
telles cellules micronucléées est tres faible, ce qui entraine
une difficulté a les compter au microscope. La détection de
cassures sur un simple brin d’ADN nécessite de nombreuses
précautions pour ne pas endommager les brins d’ADN lors de
la manipulation des échantillons. Donc il y a une extréme fragi-
lité des brins, mais une trés grande sensibilité de la technique
de détection.

L’estimation de la DF est basée sur la mesure des dimensions
linéaires des organismes, donc réalisable prés des sites aqua-
coles et avec des équipements trés simples. Par contre, la DF
répond a plusieurs agressions environnementales (tempéra-
tures extrémes, polluants, fragmentation des écosystémes,
niveau de radiation, etc.) et varie d’un individu a 'autre (Polak,
2003). C’est donc un indice moins reproductible, mais sensible,
qui ne permet pas d’identifier précisément I'agent stressant. La
DF est la résultante d’un stress a long terme ou I'expression
d’un stress chronique.

6. Charge énergétique en adénylates (CEA)

6.1 Introduction

En présence dun agent stressant (anoxie, dénutrition,
choc thermique, manipulations, pollution, etc.), 'organisme
accroit sa dépense énergétique pour mettre en place des
mécanismes de compensation physiologique. Ce syndrome
d’adaptation générale (Selye, 1976) met en ceuvre différentes
voies métaboliques qui peuvent étre identifiées par certains
biomarqueurs. La charge énergétique des adénylates (CEA)
correspond a I'énergie métabolique potentiellement disponible
d’'un organisme en fonction des concentrations d’adénosine
tri-phosphate (ATP), d’adénosine diphosphate (ADP) et d’adé-
nosine monophosphate (AMP) (Le Gal et al., 1997). La CEA
varie entre 0 (si tous les adénylates sont stockés sous forme
de molécules d’AMP sans énergie) et 1 (s'ils le sont sous
forme de molécules d’ATP riches en énergie) et est calculée
selon la formule suivante :

CEA= [ATP] + (~%2) [ADP] (3)
[ATP] + [ADP] + [AMP]

Lorsqu’il y a équilibre entre la dégradation et la régénération
de 'ATP, donc en conditions optimales, la CEA a une valeur
d’environ 0,80 (Atkinson, 1968). Les valeurs comprises entre
0,50 et 0,75 témoignent d’individus stressés ou qui sont dans
un état physiologique suboptimal (croissance limitée, dimi-
nution du potentiel reproducteur, etc.) (Maguire, 2003). Les
valeurs inférieures a 0,50 rendent compte d’'un état de stress
sévere caractérisé par des cellules moribondes qui ne pour-
ront ni survivre ni récupérer méme avec un retour aux condi-
tions optimales (lvanovici, 1979).

6.2 Bivalves étudiés

Tableau 6 : Etudes portant sur la charge énergétique en adénylates

chez différents bivalves

Especes Agents stressant Reéferences

Pecten ‘Transport et dragage | Maguire, 2003

maximus Récolte Duncan, 1993
Saisons Fleury et al., 1997
Transport, dragage, | Maguire et al., 19993,
saisons, site b, 2002, a, b, ¢

Crassostrea Emersion Moal et al., 1989

glgas Conditions Moal et al., 1991
trophiques

Crassostrea. PCB Madureira et al., 1993

angulata

Mytilus edulis Anaerobie Wijsman, 1976ab

Mytilus Cadmium et anoxie Isani et al., 1997

galloprovincialis

Placopecten Mouvement des De Zwaan et al., 1980

magellanicus valves

Spisula solida Dragage Chicharo et al., 2003

6.3 Méthodes d’analyse

La détermination de la CEA nécessite le dosage des concen-
trations en AMP, ADP et ATP qui s’effectue par chromato-
graphie liquide a haute performance (CHPL) sur colonne en
phase inverse et selon un mode d’élution isocratique (Moal
et al., 1989). L'addition d’'un contre-ion (tetrabutylammonium
hydroxyde) dans la phase aqueuse mobile, tampon phos-
phate, pH6, permet une séparation en fonction de la compo-
sition de la base (purique ou pyrimidique) et du nombre de
groupements phosphates. Une deuxieme technique utilisée
est celle de la méthode lucéferine/lucéférase mise au point par
Klinken et Skjoldal (1983).

6.4 Quelques résultats obtenus

Giesy et al. (1981) ont trouvé une variation saisonniere de
la CEA et des nucléotides adényliques (valeurs maximales
d’ATP, ADP et AMP en décembre, janvier, juin et juillet et mini-
males en mai) chez deux espéces de bivalves. Ces concentra-
tions en ATP, ADP et AMP sont reliées a la reproduction et a la
formation des ceufs.

Rainer et al. (1979) ont trouvé une diminution de la CEA dans
le muscle adducteur de trois mollusques lors d’une baisse de
la salinité. La température semble aussi jouer un role dans la
valeur de la CEA selon des études menées chez les poissons
(John et Pechnik, 1980; Haya et Waiwood, 1983). Le pH a aussi
une influence sur les valeurs de CEA chez certaines espéces
de poissons et de mollusques gastéropodes (McFarlane,
1981; Combs et Ellington, 1995). De faibles concentrations en
oxygéne peuvent faire diminuer la CEA, comme 'a démontré
Wisjman (1976ab) chez Mytilus edulis. Les métaux ont aussi
des effets en diminuant la CEA chez certaines espéces (Giesy
et al, 1978; Buu et Le Gal, 1989), tandis que pour d’autres, la
CEAreste stable, bien que les différentes composantes varient
(Haya et al., 1980; Zaroogian et al., 1982; Haya et al., 1983).
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Méme apres un transport d’une journée en vivier, les pétoncles
étudiés par Maguire (2003) ont gardé une CEA élevée (0,69).
Par contre, le transport en émersion (dry transport) a occa-
sionné une diminution des niveaux de la CEA a 0,42 (Maguire,
2003). Les individus qui ont été en contact avec I'engin de
péche (drague), récoltés ou non, ont montré des CEAmoindres
que les témoins. Ces pétoncles ont aussi montré des variations
saisonniéres de la CEA qui étaient plus élevées en octobre,
mais minimales en février. Par contre, il n’y a pas de différence
de CEA d'un site a l'autre. La taille de I'animal est aussi un
facteur influengant la CEA puisque les petits pétoncles ont une
CEA plus élevée que les plus grands (Maguire, 2003).

6.5 Qualités/inconvénients du test

Les valeurs mesurées de CEA sont trés semblables entre les
tissus d’organismes de méme taille, de méme espéce, prove-
nant d'un méme site et placés dans les mémes conditions
environnementales. Ainsi, la CEA semble un indice sensible et
assez fiable. Par contre, cette sensibilité requiert une extréme
précaution. En effet, les manipulations des individus peuvent
étre a l'origine d’'une diminution de la CEA, mais chez les
mollusques, les effets de manipulations sont moins importants
que pour d’autres animaux (lvanovici et Wiebe, 1982; Giesy
et al., 1983). De plus, il est nécessaire de bien connaitre les
modes de régulation des adénylates en conditions optimales
chez les organismes étudiés. Le stade de développement,
'age des individus ainsi que I'histoire écotoxicologique des
populations sont des facteurs qui influencent leur réponse a
un facteur de stress, donc qui influencent leur CEA.

Linterprétation de la valeur obtenue peut varier d’'une espéce
étudiée a l'autre. En effet, chez les invertébrés, les faibles
capacités catalytiques de 'AMP-désaminase qui permettent le
maintien de la CEA, favorisent une trés grande variation de la
CEA. Ainsi, des valeurs de 0,30-0,40 ne refletent pas néces-
sairement une situation de létalité (Raffin et Thébault, 1996).

7. Marqueurs immunologiques

7.1 Introduction

Chez les mollusques bivalves, les hémocytes jouent un réle
prépondérant dans la défense immunitaire (Cheng, 1981). En
présence d’antigénes, les hémocytes effectuent une migration
pour aller les phagocyter et les détruire grace a des enzymes
(Pipe, 1990) ou a la production de radicaux libres de I'oxygéne
(Pipe, 1992, Noél et al., 1993). Ainsi, I'évaluation du nombre
et du type d’hémocytes en circulation, leur activité phagocy-
taire, le niveau d’enzymes lysosomales et la production de
radicaux libres ont été utilisés comme indicateurs immunitaires
de stress. De plus, certaines enzymes comme la nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate (NADPH) — ferrihémoprotéine
réductase, sont chargés de détoxifier 'organisme de sorte que
leur concentration peut étre utilisée comme biomarqueur d’un
stress d0 a un contaminant. L'activité antibactérienne contre
des agents pathogénes spécifiques est aussi utilisée comme
indicateur de la capacité d’'un mollusque a surmonter une
infection (Hooper et al., 2007).

7.2 Bivalves étudiés

Tableau 7 : Indicateurs immunologiques étudiés chez quelques
espéces de bivalves

Indicateurs Especes Agents stressant References
Concentra- Chamelea | Péche commerciale Ballarin et
tion d’hé- gallina (dragage, pression, al., 2003
mocytes en tri mécanique)
circulation
Venerupis . ’s Soudant et
Sites d’élevage et
philippina- | oo * SV al., 2004
rum
5 Brousseau
Métaux lourds
Mya wxiou et al., 2000
arenaria
Activite Chamelea | Péche commerciale Ballarin et
de I'acide gallina (dragage, pression, al., 2003
phosphatase tri mécanique)
Tallle des Venerupis | Sites d'éelevage et Soudant et
hémocytes philippina- | saisons al., 2004
rum
Concen- Venerupis | Sites d'elevage et Soudant et
tration des philippina- | saisons al., 2004
lysosymes rum
Mytilus Age Carballal et
gallopro- al., 1997
vincialis
Activite de Mytilus Contaminants Kagley et
la NADPH- edulis (HAPs, PCBs) al., 2003
ferrihémo-
protéine
réductase
Activite Mytilus Saisons, age Carballal et
enzyma- gallopro- al., 1997
tique des vincialis
phospha-
tases,
estérases,
protéases
et glucosi-
dases des
hémocytes
Elargisse- Mytilus Age, hypoxie et Hole et al.,
ment des edulis hypothermie 1995
cellules
digestives
Stabilité des | Myfilus Contaminants (HAP, Kagley et
lysosomes edulis BPC) al., 2003
Manipulation aprés Harding et
la cueillette et condi- | al., 2004
tions d’entreposage
Age, hypoxie et Hole et al.,
hyperthermie 1995
Mytilus Manipylation aprés. Harding et
trossulus la cueillette et condi- al.. 2004
tions d’entreposage v
Hybrides Manipylation aprés. Harding et
M. edulis la cueillette et condi- al.. 2004
et M. tions d’entreposage ”
trossolus

8 Picard, Tremblay, Myrand. Revue de littérature et fiches descriptives des différents indicateurs de stress et de vitalité ...




Suite Tableau 7 :

Indicateurs immunologiques étudiés chez quelques especes de bivalves

Indicateurs Especes Agents stressants References Indicateurs Especes Agents stressants References
Pourcen- Cras- Alimentation (quan- Hegaret et Ruditapes | Bacteries, jeune Oubella et
tage, taille sostrea tité et qualité) et al., 2004 philippina- al. 1993
et granu- virginica augmentation rapide rum
larité de de la température Mesosdes- | Composés Sauvé et al.
quatre types ma métalliques 2002
d’hémocytes arctatum
Activite anti- | Cras- Pathogenes et Samain et
bactérienne sgstrea reproduction al., 2007 (.;yrﬂ:].oda_ Composés Sauvé et al.
ggas Li et al, ria siliqua | etalliques 2002
2007 Mya Composés Sauvé et al.
Activite Chamelea | Peche commerciale Ballarin et truncata métalliques 2002
phagocytaire | gallina (dragage, pression, al., 2003 i i
tri mécanique) Serripes Cqmp_oses Sauvé et al.
groenlan- métalliques 2002
Mya Contaminants Blaise et al., dicus i
arenaria environnementaux 2002 i Sauvé et al.
Dreissena Composés 2002
Sédiments marins Fournier et polymor- métalliques
contaminés (BPC, al., 2003 pha
HAP)
Eau contaminée Fournier et
(HgCl, et CH,HgCl) | al., 2003 7.3 Méthodes d’analyse
Substances Fournier et La majorité des techniques demandent de prélever une petite
chimiques al., 2000 quantité d’hémolymphe. Pour la détermination du nombre d’hé-
Composés Sauvé et al., mocytes, il y a dilution dans une solution de cystéine et comp-
métalliques 2002 tage avec un hémocymetre (Ballarin et al., 2003). Le nombre
c ) ) total d’hémocytes en circulation, le pourcentage de mortalité
ontaminants Blaise et al., . L . L "
20023 des hémocytes ainsi que leur taille et leur complexité ont été
Elliptio . _ ) détermAinés par cytométrig en flux par lSoud.ar}t et al. (2004).
compla- Alimentation (quan- | Hégaret et Les mémes auteurs ont également déterminé la concentra-
nata tité et qualité) al. 2004 tion en lysozymes par spectrométrie. Le pourcentage relatif,
Composé métallique | Sauvé et al., la taille et la granulométrie de quatre types d’hémocytes ainsi
2002 que leur viabilité, agrégation, adhérence, phagocytose ont
Cras- Bactéries Volety et al. été déterminées par cytomé?rie g,n flux (Hégaret et.al.z 2904).
sostrea 1999 Brousseau et al. (2000) ont étudié le nombre et la viabilité des
virginica hémocytes suite a I'exposition a des métaux lourds. Ils ont
Choc osmotique Tirard et al. déterminé le nombre d’hémocytes avec la méthode de colora-
1997 tion au bleu trypan et un hémocytometre tandis que la viabilité
TBT Oliver et al. a été mesurée par cytométrie en flux.
1995 L'activité de la phagocytose est déterminée grace a un indice
Mactro- Sédiments marins Fournier et basé sur le pourcentage de cellules colorées avec une solution
meris contaminés (BPC, al., 2003 Giemsa qui ont ingéré de la levure aprés une période d’incu-
HAP) bation donnée (Ballarin et al., 2003). Une autre fagon de déter-
Composés métal- Sauvé et al., miner I'activité phagocytaire repose sur I'utilisation de la flgo-
liques 2002 rescence sur mlcroplaq_ues.qm mesure le nombre de bactéries
marquées a la fluorescine-isocyanate au bleu de trypan (Hed,
Mytilus Eau contaminée Fournier et 1995) et ingérées par les hémocytes en microplaques (Blaise
edulis (HgC, et CH,HgCl) al., 2003 et al., 2002a). Il est également possible de mesurer I'activité
Substances Fournier ef phagocytaire par la phagocytose de billes fluorescentes ou
chimiques al., 2000 des fluosphéres de latex jaune-vert a I'aide d’'un cytomeétre en
flux (Fournier et al., 2000, 2003; Sauvé et al., 2002).
Cras- Composés méta- Sauvé et al.
sostreagi- | liques 2002 ’ L’activité de la NADPH-ferrihemoprotéine réductase (Kagley et
gas al., 2003) est déterminée par la méthode de coloration de Van
Antigénes Lacoste et Noorden et Butcher (1986) et Moore (1988) et d’'une analyse
al. 2002 d’'images (Krishnakumar et al., 1994).
Reproduction Slargoa(i)f;ef La stabilité des lysosomes est déterminée & laide d’un
al.

marqueur enzymatique selon la méthode de Bitensky et al.
(1973) et Moore (1988) et la mesure des différents niveaux
de réaction sont obtenues a l'aide d’'un analyseur d’'images
(Tremblay et Pellerin-Massicotte, 1997; Tremblay et al.,
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1998a; Kagley et al., 2003). La stabilité des lysosomes peut
aussi étre déterminée par I'analyse de la rétention du rouge
neutre selon la méthode décrite par Lowe et al. (1995a, b)
modifiée légérement par Harding et al. (2004). De leur coté,
Hole et al. (1995) ont déterminé la stabilité des lysosomes
chez les moules selon la méthode de la latence cytochimique
du B-N-acetylhexosaminidase (NAH) telle que décrite par
Moore (1988).

L’activité enzymatique de I'acide phosphatase est déterminée
par I'observation de cellules colorées selon la méthode de
Lojda et al. (1979). La détermination de I'activité enzymatique
dans les hémocytes est déterminée par une méthode semi-
quantitative colorimétrique APl ZYM (Carballal et al., 1997).
Finalement, l'activité des lysozymes a été déterminée par
spectrophotométrie selon la méthode de Shugar (1952) et Chu
et La Peyre (1989).

7.4 Quelques résultats obtenus

L’augmentation du nombre d’hémocytes en circulation a été
observée lors d’un stress thermique, d’'une exposition a un
pathogéne ou encore a des substances toxiques (Renwrantz,
1990; Cheng, 1988a; Anderson et al.,, 1992; Oubella et al.
1993; Coles et al.,, 1994). Une diminution du nombre d’hé-
mocytes a été observée lors d’'une exposition a des concen-
trations trés élevées de contaminants (Suresh et Mohandas,
1990). Il y a réduction du nombre de grands hémocytes et
une augmentation du nombre de petits hémocytes chez des
huitres Crassostrea virginica transférées d’un site non pollué
a un site pollué (Sami et al., 1992). Lactivité phagocytaire
diminue chez Mercenaria mercenaria lors d’'une exposition
au phénol (Fries et Tripp, 1980), mais augmente lors d’une
exposition a long terme au benzo(a)propyréne, au pentachlo-
rophénol et a I'hexachlorobenzéne (Anderson, 1981). L'expo-
sition de M. edulis et C. virginica aux métaux lourds stimule la
phagocytose lors d’une exposition de courte durée et a faibles
concentrations (Cheng et Sullivan, 1984; Cheng, 1988, Coles
et al.,, 1995), mais inhibe la phagocytose lors d’'une exposi-
tion plus longue a des concentrations plus élevées (Fries et
Tripp, 1980; Cheng et Sullivan, 1984; Cheng, 1988; Coles
et al., 1995). L'exposition a des concentrations trés élevées
de métaux lourds entraine une inhibition de la production de
radicaux libres de I'oxygene par les hémocytes (Larson et al.,
1989; Anderson et al., 1992), mais I'exposition aux concentra-
tions rencontrées normalement dans I'environnement n’a pas
d’'effet (Anderson et al., 1992; Coles et al., 1995). Chez M.
edulis, la production du radical superoxyde est stimulée par
la présence de fluoranthéne & de fortes concentrations (Coles
et al., 1994). L'activité de la NADPH-ferrihémoprotéine a été
observée dans les cellules de la glande digestive des moules
bleues recueillies dans un site contaminé, mais pas dans
celles provenant d’un site non contaminé. Par contre, la saison
ne semble pas influencer cette activité (Kagley et al., 2003).

Il semble y avoir une grande activité de la phagocytose chez
les myes récoltées prés des zones polluées. Dans les sites
de référence (peu ou pas pollués), l'activité phagocytaire a
aussi augmenté lorsque la température était maximale. L'ac-
tivitt phagocytaire est maximale en période de ponte dans
les sites pollués (Blaise et al., 2002a). Par contre, elle est
diminuée chez les individus Elliptio complanata exposés aux
rejets municipaux. De plus, la concentration des hémocytes
augmente dans ces sites pollués (Sauvé et al., 2002).

L’activité phagocytaire chez Mactromeris polynyma est suppri-
mée aprés quatre semaines d’exposition a des sédiments
contaminés tandis que M. arenaria présente une activité
normale. Par contre, I'activité phagocytaire était supprimée
chez ces deux especes quelques semaines plus tard. Aprés
sept jours d’exposition a de I'eau contaminée au chlorure
de mercure (HgCL,) (10-°M), toutes les myes étaient mortes.
Toutefois, une diminution de I'activité phagocytaire a été obser-
vée apres 28 jours d’exposition & 10°M de HgCl,. Un proces-
sus similaire a été noté avec le chlorure de méthylmercure
(CH,HgCI), mais avec une inhibition de I'activité phagocytaire
plus hative. Chez M. edulis, la suppression de la phagocytose
s’est produite bien plus t6t et a des concentrations moindres
que celles observées pour M. arenaria. |l existe, par exemple,
une différence interspécifique de la réponse phagocytaire suite
al'exposition a des métaux et a d’autres substances chimiques
(Fournier et al., 2000). Sauvé et al. (2002) ont observé que
I'exposition a de faibles doses de mercure organique et inorga-
nique et de zinc a stimulé I'activité phagocytaire chez certaines
espéces de bivalves. A des concentrations plus grandes, tous
les métaux testés ont inhibé I'activité phagocytaire. Par contre,
les différentes espéces de bivalves ont répondu différemment
en présentant différents niveaux de sensibilité.

Ballarin et al. (2003) ont observé une réduction de I'immu-
nosurveillance causée par une baisse de I'activité phagocy-
taire et de l'acide phosphatase ainsi qu’'une diminution de la
concentration des hémocytes en circulation en relation avec
une augmentation de l'intensité d’'un facteur de stress méca-
nique lié a des manipulations. Le nombre total et la taille des
hémocytes varient en fonction des saisons (Soudant et al.,
2004). De plus, 'augmentation de la concentration d’hémo-
cytes de grande taille est accompagnée d’une diminution du
nombre total d’hémocytes, ce qui suggére une réduction de la
division cellulaire (Soudant et al. 2004). Chez I'huitre, C. gigas,
et la moule, M. edulis, la capacité immunitaire et I'activité anti-
bactérienne étaient diminuées en fin de gamétogénése et de
ponte (Cartier et al., 2004; Li et al., 2007; Samain et al., 2007).

Chez les moules étudiées par Kagley et al. (2003), il n’y a pas
eu de variations saisonniéres de la stabilité des lysosomes,
mais cette stabilité était moins élevée dans les cellules de
moules provenant d’un site contaminé. Tremblay et al. (1998a)
ont démontré chez M. edulis un lien entre, d’'une part, la
stabilité de la membrane lysosomale ainsi que I'activité des
enzymes et, d’autre part, le stress postponte causé par une
température élevée et une faible qualité nutritionnelle en
période de mortalité massive. La stabilité de la membrane
lysosomale varie également avec le temps d’émersion que
subit la moule M. edulis et la mye Mya arenaria (Tremblay et
Pellerin-Massicotte, 1997).

Le niveau d’activitt de certaines enzymes chez M.
galloprovincialis varie au cours de 'année, mais sans patron
saisonnier apparent. Certaines de ces enzymes (N-acetyl-8
glucosaminidase) ont des concentrations plus importantes
chez les jeunes individus tandis que d’autres (a-glucosidase)
ont des concentrations plus élevées chez les plus agés
(Carballal et al., 1997). L'activité lysozomiale est plus impor-
tante dans les cellules des jeunes moules que dans celles
des moules plus agées (Carballal et al., 1997). Toutefois, il a
été démontré que les enzymes lysosomales chez M. edulis
variaient en fonction du cycle reproducteur (Tremblay et al.,
1998a).
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La rétention du rouge neutre par les lysosomes est influen-
cée par la saison, le type de procédé postrécolte, la réimmer-
sion ainsi que le type et le temps d’entreposage des moules.
Cette rétention est, en effet, diminuée chez les moules dont
le byssus a été arraché. De plus, les moules gardées dans
un endroit réfrigéré ou sur la glace ont aussi montré une dimi-
nution de la rétention comparativement a celles réimmergées
lors de I'entreposage (Harding et al., 2004).

Hégaret et al. (2004) ont trouvé qu’il existe une relation posi-
tive entre l'activité phagocytaire et I'agrégation des hémo-
cytes chez C. virginica, mais une corrélation négative avec la
mortalité. Ces auteurs considérent qu’une huitre a un systeme
immunitaire efficace si elle présente un haut taux d’agrégation
et de phagocytose et peu de mortalité des hémocytes. Les
huitres gardées a jeun montrent peu de phagocytose et peu
d’agrégation. De plus, une augmentation de la température
entraine des mortalités ainsi qu’une diminution de la phago-
cytose et de l'agrégation. Ainsi, une alimentation déficiente
et une augmentation de la température soudaine affectent le
systéme immunitaire des huitres, les rendant possiblement
plus vulnérables aux parasites et aux maladies.

L'exposition des moules a de faibles concentrations d’oxygéne
(2 mm Hg) et a des températures élevées (28 °C) induit une
déstabilisation des lysosomes de la glande digestive chez les
individus de tout age. Cependant, seuls les jeunes moules (2-4
ans) ont retrouvé leur intégrité lysosomiale aprés réimmersion
contrairement aux moules plus agées (Hole et al., 1995). Ainsi,
la récupération dépend de I'dge des moules.

L'activité antibactérienne contre des pathogenes spéci-
fiqgues diminue en période de reproduction et de ponte des
mollusques (Li et al., 2007; Samain et al., 2007).

7.5 Qualités/inconvénients du test

Outre les contaminants, plusieurs facteurs peuvent influen-
cer la modulation du systéme immunitaire (Brousseau et al.,
1997). Par exemple, la capture, le transport, le prélévement
et autres manipulations des organismes peuvent occasionner
un stress et ainsi modifier leur réponse immunitaire. Il faut
donc faire extrémement attention a l'interprétation des résul-
tats des différents tests immunologiques. En effet, un individu
stressé en apparence n’a pas nécessairement été soumis
a un polluant, mais a pu étre stressé par les manipulations
d’échantillonnage. De plus, il s’avére ardu de trouver la cause
exacte d’un stress étant donné que le systéme immunologique
répond a une large gamme d’agents stressants.

Plusieurs méthodes de détermination de la phagocytose ont
un temps de réponse assez long (Blaise et al., 2002a) et
requiérent une certaine expertise de laboratoire.

Ces tests peuvent étre non Iétaux car 'hémolymphe est prise
dans le muscle adducteur ou une autre partie des bivalves a
I'aide d’une seringue, ce qui leur laisse généralement la vie
sauve (Hégaret et al., 2004).

Sensible aux polluants, aux substances chimiques et aux
métaux (Fournier et al., 2000), la phagocytose semble étre
un indice prometteur comme biomarqueur (Bouchard et al.,
1999; Brousseau et al., 2000; Fournier et al., 2002). De plus,
c’est une fonction conservée et maintenue au cours du proces-
sus évolutif chez toutes les especes (Fournier et al., 2000).
Cette activité est facilement mesurée par des méthodes

standardisées chez une grande variété d’especes (Brousseau
et al.,, 1999). La stabilité lysozomale semble aussi présenter
un avantage en tant que bio-indicateur puisque les lysosomes
sont le site des premiers changements détectables suite a un
événement stressant chez les organismes marins (Moore,
1985). On pourrait ainsi les qualifier d’indicateurs précoces.

8. RESERVES ENERGETIQUES

8.1 Introduction

Les bivalves emmagasinent I'énergie essentiellement sous
forme de glucides et de lipides dont les concentrations varient
en fonction de ce que I'organisme a préalablement ingéré et
assimilé. En effet, la disponibilité et la qualité de la nourriture
influenceront les réserves énergétiques. Un autre facteur
faisant varier les réserves énergétiques est I'investissement
nécessaire a leurs fonctions physiologiques. Dans le cas d’une
perturbation environnementale, la demande énergétique peut
étre accrue pour combattre les effets négatifs du stress sur
I'organisme. Un organisme doit dépenser davantage d’énergie
pour lutter contre les effets du stress, c’est-a-dire pour mainte-
nir son homéostasie interne. Ainsi, les réserves énergétiques
principales des bivalves, le glycogéne chez les juvéniles et les
adultes ainsi que les lipides chez les larves, sont considérées
comme des bio-indicateurs des changements environnemen-
taux et de la capacité des bivalves a résister au stress (Pernet
et al., 2003; Patrick et al., 2006).

8.2 Bivalves étudiés

Voir tableau 8 page suivante

8.3 Quelques méthodes d’analyse

Soudant et al. (2004) ont utilisé une analyse de protéines
Bio-Rad DC basée sur la méthode de Lowry et al. (1951) et
qui utilise la lecture d’'une densité optique sur microplaques.

Bressan et Marin (1985) ont déterminé la quantité de lipides en
faisant la différence de poids entre les tissus des moules avant
et aprés I'extraction des lipides par éther de pétrole dans un
extracteur Soxhlet. Ces auteurs ont aussi mesuré les glucides
et les protéines selon les méthodes de Fales (1951) et Lowry
et al. (1951)

L'analyse des acides gras et des lipides totaux par Freites et
al. (2002b) s’est fait selon la méthode de Bligh et Dyer (1959)
et modifiée par Fernandez-Reiriz et al. (1989) par chromato-
graphie gazeuse et ionisation par flamme.

Freites et al. (2002a) ont déterminé les différentes classes de
lipides chez la moule par chromatographie sur couche mince
suivie d’'une lecture par un scanner-densitométrique. Ces
mesures ont été effectuées par Pernet et al. (2003) en chro-
matographie sur silice (latroscan) suivie d’'une détermination
sur ionisation par flamme.

8.4 Quelques résultats obtenus

Les saisons et le site d’élevage influencent la concentration en
protéines de V. philippinarum (Soudant et al., 2004). De plus,
leur concentration est corrélée positivement avec I'indice de
condition.
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Tableau 8 : Quelques études des réserves énergétiques chez certains

bivalves
Indicateurs Especes Agents stressant References
Protéines Venerupis | Sites d'élevage et Soudant et
philippina- | saisons al., 2004
rum
Mytilus Saisons Bressan et
gallopro- Martin, 1985
vincialis
Mytilus Saisons Otk;:'n Iu N
edulis et strling.
1998
Qualité de la Carier et al.
nourriture 2004
Mytilus Qualité de la nourri- | Carier et al.
trossulus | ture, température 2004
Euvola Reproduction Brokordt et
zizac al. 2004
Pecten Ensemencement, Fleury etal.,
maximus | taille et saison 1996
Glucides Mytilus Saison Bressan et
gallopro- Martin, 1985
vincialis
Muytilus Saison Otkgtm Iu s
edulis et stirling,
1998
Mytilus Qualité de la nourri- | Carier et al.
trossulus | ture, température 2004
Euvola Reproduction Brokordt et
zizac al. 2004
Pecten Ensemencement’ Fleury et al.,
maximus | taille et saison 1996
Cras- Nourriture et Patrick et
sostrea température al., 2006
gigas
Lipides Mytilus Saison Bressan et
gallopro- Martin, 1985
incialis
vincraf Habitat Freites et
al., 2002a
Mytilus Saison Carier et al.
edulis 2004
Muytilus Qualité de la nourri- | Carier et al.
trossulus | ture, température 2004
Pecten Ensemencement, Fleury et al.,
maximus taille et saison 1996
Acides gras | Mytilus Habitats (dispo. de Freites et
gallopro- nourriture) al., 1996
vincialis
Merce- Température Pernet et
naria al., 2006
mercenaria

Chez M. galloprovincialis, les glucides sont présents en
concentrations maximales en été et minimales en hiver. Les
protéines ont un patron plutét irrégulier au fil des saisons. Les
lipides sont les moins concentrés a la fin du printemps et en
hiver, tandis que des concentrations maximales sont obser-
vées en début de printemps et en été (Bressan et Marin, 1985).

Les concentrations des acides gras d’importance physio-
logique ne sont pas les mémes chez les moules provenant
d'un habitat rocheux et transférées dans un habitat subtidal
que chez les moules originaires de I'habitat subtidal. Ceci peut
étre da au temps d’alimentation plus court en milieu rocheux,
comparativement a I'habitat subtidal ainsi qu’a la qualité et la
quantité de nourriture disponible (Freites et al., 2002b).

Pendant les 36 premiers jours de I'expérience de Freites et al.
(2002a), le pourcentage relatif de triacylglycérols ainsi que la
concentration absolue de phospholipides et de stérols étaient
plus élevés chez les moules provenant d’'un habitat subtidal
que chez des moules provenant d’un habitat rocheux. Ce résul-
tat peut s’expliquer par des différences de conditions environ-
nementales entre les deux milieux. Pernet et al. (2006) ont
observé des patrons variables des grandes classes de lipides
et des profils en acides gras dans les tissus de la palourde
Mercenaria mercenaria en fonction de la saison.

8.5 Qualités/inconvénients du test

Bien que les réserves énergétiques nous renseignent sur I'état
physiologique des bivalves, de nombreux facteurs peuvent
influencer leurs concentrations. Certains de ces facteurs sont
des variations dans les conditions environnementales (tempé-
rature, quantité et qualité de la nourriture, etc.) ainsi qu’'a I'ex-
position & des polluants. Par contre, le cycle de reproduction
fait grandement varier les réserves énergétiques des bivalves
en influengant le cycle accumulation-consommation des
réserves énergétiques, faisant ainsi varier leur concentration
dans les différents tissus au fil du temps. Ainsi, I'utilisation des
réserves énergétiques comme indice de stress nécessite une
bonne connaissance de la physiologie de I'organisme étudié
et de son état reproducteur au moment des mesures. De
plus, les concentrations peuvent varier d’'une espéce a l'autre.
Il existe aussi une différence entre les tissus d’'un méme
organisme. Chez les mollusques, le glycogéne est surtout
emmagasiné dans la glande digestive et le manteau. Des
variations saisonniéres des réserves énergétiques peuvent
aussi survenir et dépendent, entre autres, de la latitude. Ces
réserves sont influencées par la température et la disponibilité
du phytoplancton.

Ainsi, I'utilisation de I'état des réserves énergétiques comme
indicateur de la vitalité de I'organisme et de I'état de son envi-
ronnement semble avoir un certain potentiel. Cependant, il
reste trés difficile de ne relier ces réserves qu’a la pollution ou
a un autre facteur de stress environnemental spécifique.

9. Caractéristiques physiologiques de base

9.1 Introduction

Face a un agent stressant, certaines caractéristiques physio-
logiques peuvent étre modifiées (croissance, taux de filtra-
tion, consommation d’oxygéne, taux de respiration, excrétion,
développement des gonades, etc.). L'indice de condition a
aussi été mis au point dans le but de renseigner sur I'état de
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l'individu, de la population ou de la communauté et d’iden-
tifier des anomalies de croissance et de reproduction. On
retrouve aussi les indices hépatosomatiques et gonadosoma-
tiques, le taux de remplissage de la coquille (Flesh condition
index) (Lobel et Wright, 1982; Soto et al., 1995), la taille de la
coquille et le temps de survie a un facteur de stress (Eertman
et DeZwann, 1994).

L’allocation énergétique a la croissance et a la reproduction
(AECR, Scope for Growth) est un autre indicateur intégrateur
qui mesure la quantité d’énergie disponible pour I'ensemble
des fonctions métaboliques une fois que les besoins énergé-
tiques du métabolisme de base ont été comblés. La formule
suivante permet de calculer cette énergie disponible (P) pour
la croissance et la reproduction (Widdows et Johnson, 1988) :

P=A—(R+E)  (5)

ou A est I'énergie assimilée a partir de la nourriture, R est
celle utilisée pour la respiration et E est celle perdue lors de
I'excrétion. Lorsque P est positif, I'individu a de I'énergie pour
investir dans sa reproduction et sa croissance, contrairement
a un individu ayant un P négatif qui signifie qu'il doit utiliser ses
réserves énergétiques pour le simple maintien de son métabo-
lisme de base (Le Gal et al., 1997).

Derniérement, I'état reproducteur a été ajouté a cet indice
physiologique pour intégrer 'ensemble des processus éner-
gétiques chez un bivalve. Ce nouvel indice développé a partir
d’'un modéle existant (Kooijman, 1986) se nomme le budget
énergétique dynamique ou DEB (Pouvreau et al., 2006).

9.2 Bivalves étudiés

Tableau 9 : Caractéristiques physiologiques de base comme indica-
teurs chez quelques bivalves

Indicateurs Especes Agents stressant References
Croissance Venerupis | Sites delevage et | Soudant ef
philippina- | saisons al., 2004
rum
Lyro- Nourriture Freites et
pecten al., 2003
nodosus
. . Lebl t
Mytilus Emersion et tempé- a/e 2aonoc5e
edulis rature élevée v
Matthies-
Mya | salinite, qualité son. 1960
arenaria et quantité de ’
nourriture
Turbulence, vitesse, Emerson,
profondeur de 1990
perturbation du
sédiment
R Beal et
Taille initiale,
densité, type de Kraus, 2002
prédation

Indicateurs Especes Agents stressant References
Indice de Venerupis | Saison et site Soudant et
condition philippina- | d’élevage al. 2004
rum
; Saisons, cycle Bressan et
Mytilus ’ )
gallopro- reproducteur Martin, 1985
vincialis
Mytilus Saison gtl-(llj-ms o
edulis Iring,
1998
Taux de Mytilus Age, hypoxie et Hole et al.,
consom- edulis hyperthermie 1995
mation R
d,ox'ygén . Age, taille, sali- Sukhotin et
nité, température, al., 2003
émersion
Nourriture, tempéra- | Tremblay et
ture, reproduction et al. 1998b
génétique
Mytilus Jeline, température, | Bayne etal.
california- | zone intertiale 1976
nus
Macoma Taille, température Kgnnedy et
balthica Mihursky,
1972
Mulinia Taille, température Kennedy et
lateralis Mihursky,
1972
Mya Taille, température Kennedy et
arenaria Mihursky,
1972
Taux de Mytilus Jeune, temperature, Bayne et al.
filtration california- | zone intertiale 1976
nus
Mytilus vitesse du courant Newell et
edulis et concentration en al., 2001
seston
Mytilus Température Cusson et
spp. al., 2005
Cardium Nourriture Rissgrad et
edule, M. al., 2003
edulis, M.
arenaria
Excretion Mytilus Jelne, temperature, Bayne et al.
d’ammo- california- | zone intertiale 1976
niaque nus
Frequence Mytilus Temperature Bayne et al.
cardiaque california- 1976
nus
Taux de Mytilus Vitesse du courant Frechette,
consom- edulis 1989
mation du
phytoplanc- Atrina Fortes concentra- Hewitt et
ton zelandica tions de seston, Pilditch,
reproduction 2004
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Suite Tableau 9 : Caractéristiques physiologiques de base comme
indicateurs chez quelques bivalves

Indicateurs Especes Agents stressant References

Indice de Mytilus Qualité de Ta nourri- Cartier et

la glande edulis ture, température al., 2004

digestive Mytilus Qualité de la nourri- Cartier et
trossulus ture, température al., 2004

Survie Mytilus Emersion et tempe- LeBlanc et
edulis rature élevée al. 2005

Allocation Mytilus Nourriture, tempeéra- | Tremblay et

énergétique | edulis ture, reproduction et al. 1998b

a la crois- génétique

sance et a

la reproduc-

tion (AECR)

Relations Placopec- | Reproduction Bonardelli et

allomé- ten magel- Himmelman

triques et lanicus et al., 1995

gonadoso-

matiques

9.3 Méthodes d’analyse

Pour leur indice de condition (IC), Soudant et al. (2004) ont
utilisé la formule suivante d’aprés Mann et Glomb (1978) :

IC = poids sec des tissus (mg) x 100 (6)

poids sec de la coquille (mg)

Kagley et al. (2003) ont calculé un indice de condition de la
taille (BClI) selon la formule suivante :

BCI = poids des tissus (g) x 100 (7)

longueur coquille (mm)

Pour leur part, Bressan et Marin (1998) ont calculé un indice
de condition (Cl) des moules selon la formule suggérée par
Hopkins (1949) :

Cl = poids sec des tissus (g) x 100 (8)

volume de la cavité de la coquille (ml)

Pour déterminer le taux de consommation d’oxygéne des
moules suite a une augmentation de la température en situa-
tion hypoxique, Hole et al. (1995) ont utilisé la méthode de
Widdows et Shick (1985). Pour leur part, Bayne et al. (1976)
ont utilisé deux techniques soit celle de Winkler sur le terrain
ou un respirometre en laboratoire avec lequel le taux de réduc-
tion de la tension d’oxygéne de I'eau a été déterminé avec des
électrodes a oxygéne.

La fréquence cardiaque a été mesurée grace a des électrodes
insérées a travers la coquille et placées prés du péricarde
(Bayne et al., 1976). Ces électrodes étaient associées a un
pneumographe a impédance. Les variations de l'impédance
causées par les battements du coeur ont été amplifiées pour
permettre un enregistrement direct du rythme cardiaque.

Le taux de filtration est mesuré dans des chambres fermées ou
en flux continu. On mesure directement la diminution de nour-
riture dans les chambres fermées. Les mesures en chambres
ouvertes sont basées sur la différence de concentrations des
particules a I'entrée et a la sortie des chambres grace a un
compteur de particule électronique ou par une sonde a fluo-
rescence (Bayne et al., 1976; Fréchette, 1989). Des chambres
expérimentales sans animaux servent de controle. L'estima-
tion exacte du taux de filtration par les différentes techniques
est encore débattue dans la littérature (Bayne, 2001 et 2004;
Riisgard, 2001 et 2004; Riisgrad et al., 2006).

Le taux d’excrétion d’'ammoniaque est déterminé par I'accu-
mulation d’'ammoniaque dans le temps en comparant avec
une chambre de contrdle sans animal. Les concentrations sont
déterminées par la méthode phénol-hypochlorite décrite par
Grasshoff et Johannsen (1972) (Bayne et al., 1976; Widdows
et Johnson, 1988) ou a 'aide d’'une sonde électronique.

La croissance des pétoncles a été mesurée chez L. nodosus
par Freites et al. (2003) pendant une période de faible produc-
tion primaire et de haute température en absence de courant
ascendant. Les poids secs des muscles, gonades, glandes
digestives et autres tissus ont été utilisés ainsi que la hauteur
de la coquille comme indices de croissance.

9.4 Quelques résultats obtenus

L'indice de condition calculé par Soudant et al. (2004) varie en
fonction de la saison d’échantillonnage. L'indice de condition
calculé par Bressan et Marin (1985) est a son maximum au
début du printemps et pendant I'été tandis que les valeurs sont
minimales a la fin du printemps et I'hiver.

Le temps de survie des organismes en émersion détermine
leur tolérance a l'anoxie (Eertman et DeZwann, 1994). Par
exemple, la tolérance de Mytilus edulis a des conditions
d’émersion est réduite par une exposition a des contaminants
(Veldhuizen-Tsoerkan et al., 1991; Eertman et al., 1993). Sa
tolérance est également déterminée par ses caractéristiques
génétiques (Myrand et al., 2002; David et al., 2005)

Il'y a une diminution de la valeur des indices physiologiques
(AECR et DEB) chez différentes espéces de bivalves lors
de l'exposition a des polluants (Gilfillan, 1975; Gilfillan et al.,
1976; Gilfillan et al., 1977; Gilfillan et Vandermeulen, 1978;
Widdows et al., 1981; Widdows et al., 1982; Martin et Seve-
reid, 1984; Martin, 1985; Widdows et al., 1985; Widdows et al.,
1987; Widdows et Johnson, 1988; Donkin et al., 1989; Granmo
et al., 1989; Butler et al., 1990; Nelson, 1990; Widdows et al.,
1990; Widdows et Donkin, 1991; Widdows et Page, 1992; De
Kock et Bowmer, 1993). Ces indices répondent également aux
variations de nourriture, a la température, a I'effort reproduc-
teur, au niveau d’infection et aux caractéristiques génétiques
des individus (Tremblay et al., 1998b; Pouvreau et al., 2006;
Samain et al., 2007).

L'indice de condition de taille utilisé par Kagley et al. (2003)
augmente aux sites contaminés et non contaminés lors de la
période de ponte des moules, mais I'augmentation a été plus
marquée aux sites non contaminés.

Les taux de consommation d’oxygéne mesurés par Hole et al.
(1995) suite a I'exposition a une hausse de température et a
faible concentration d’oxygéne ont augmenté de fagon simi-
laire aux moules témoins chez les plus jeunes moules. Par
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contre, chez les moules plus agées, le taux de consommation
d’'oxygeéne reste élevé méme 12 heures apres le retour a des
conditions normales.

La consommation d’oxygéne chez M. californianus ne varie
pas suite a un changement de température, mais elle diminue
en période de jeline. Par contre, la fréquence cardiaque est
dépendante de la température. Le taux de filtration augmente
avec la température, mais diminue a 26 °C. Ce paramétre
diminue également en période de jedne. Le ratio de la consom-
mation d’oxygene sur I'excrétion d’'ammoniaque est faible et
diminue en période de jeline (Bayne et al., 1976).

Freites et al. (2003) ont trouvé des différences de croissance
et de survie significatives entre deux sites expérimentaux. Les
pétoncles maintenus a I'intérieur de la baie de Turpialito dans
le Golfe de Cariaco au Venezuela, site présentant une plus
grande disponibilité de phytoplancton et la plus grande quan-
tité de matiére organique particulaire comparativement au site
a I'extérieur de cette baie, ont montré une croissance et une
survie supérieures aux pétoncles de l'autre site expérimental.

Le taux de consommation du phytoplancton par les moules
varie en fonction du courant (Newell et al., 2001).

9.5 Qualités/inconvénients du test

L'AECR présente une certaine gradation dans la réponse
de I'état optimal a létal, ce qui permet d’établir une relation
quantitative avec le niveau de stress. Le temps de réponse
est relativement court (quelques jours a quelques semaines).
Sa mesure est cependant assez complexe, car elle nécessite
I'estimation de plusieurs fonctions physiologiques et nécessite
des équipements sophistiqués. Bien que les indices de condi-
tion soient sensibles a la présence de polluants, ils sont aussi
sensibles a toutes conditions biotiques et abiotiques (Bayne
et al., 1985). Ainsi, la température (Widdows et Bayne, 1971;
Widdows, 1978; Scholnick, 1995), les saisons (Jokela, 1996,
Soudant et al., 2004), la salinité (Stickle et Sabourin, 1979;
Baillieul et al., 1996), la concentration en oxygene dissous
(Diaz et al., 1992; Scholnick, 1995), le type de nourriture dispo-
nible (Griffiths et King, 1979; Staikou et Lazaridou-Dimitriadou,
1989; Graca et al., 1993; Vedel et Riisgard, 1993; Jacobsen
et Sand-Jensen, 1994), la taille et le stade de développement
(Widdows, 1978; Rombough, 1994; Hughes, 1995), I'état
reproducteur (Hughes, 1995), les caractéristiques génétiques
(Staikou et Lazaridou-Dimitriadou, 1989; Qian et Davies, 1994)
ainsi que la densité des populations (Ray et Stoner, 1994) sont
tous des facteurs pouvant faire varier 'AECR.

Les indices de condition basés sur les mesures de masse sont
sensibles aux facteurs de stress potentiel, mais sont aussi trés
corrélés avec le cycle reproducteur, ce qui induit un facteur
confondant. Par contre, les différents indices de condition sont
des mesures biologiques relativement simples et peu colteux.
Les indices de condition sont des indicateurs intégrant une
longue période de temps. Ce ne sont pas des indicateurs
qui répondent rapidement a une situation stressante. lls ne
peuvent donc pas étre utilisés de la méme fagon que les indi-
cateurs physiologiques qui répondent trés rapidement.

10. Marqueurs comportementaux

10.1 Introduction

Les bivalves sont trés diversifiés et tres bien adaptés a leur
milieu. Certaines espéces de bivalves sont endobenthiques et
d’autres sont épibenthiques. Ainsi, certains s’enfouissent dans
le substrat tandis que d’autres vivent en surface et peuvent
méme s’attacher plus ou moins solidement au substrat ou sur
les objets présents. Certaines espéces comme les pétoncles
ont le pouvoir de se déplacer relativement rapidement pour
fuir un prédateur. Ainsi, il existe une grande variété d’adap-
tations comportementales des bivalves a leur milieu en fonc-
tion de I'espece. Des perturbations environnementales ou les
diverses phases de leur cycle vital peuvent induire un chan-
gement de comportement. Ces variations peuvent étre faci-
lement et rapidement détectables par certains indices. L'ex-
pression d’'un comportement requiert une certaine quantité
d’énergie. En cas de stress, moins d’énergie est disponible
pour ce comportement. Un indicateur comportemental donné
caractérise un comportement essentiel 8 un moment précis
du cycle de production maricole. Par exemple, il est essentiel
que les jeunes myes puissent s’enfouir rapidement au moment
de leur ensemencement, que les jeunes moules s’attachent
rapidement et solidement au substrat d’élevage au moment du
boudinage et que les pétoncles puissent nager et se remettre
a I'endroit pour fuir leurs prédateurs aprés leur ensemence-
ment. Les indices comportementaux appropriés aux besoins
du cycle de production maricole devraient étre utiles pour la
prise de décision pendant les opérations.

10.2 Bivalves étudiés

Tableau 10 : Indicateurs comportementaux étudiés chez quelques

bivalves

Indicateurs | Especes Agent stressant Reéferences
Retourne- Pecten Dragage Maguire,
ment maximus (simulation) 2003
Aptitudes Pecten Emersion et repe- Fleury et
de retour- maximus tition sans arrét du Mary, 2003
nement retournement
(redresse-
ment)
Recupe- Pecten Manipulation, Maguire et
ration et maximus dragage, émersion al., 1999,
capacité et transport 2002 a, b
de retour-

Minchin et

t
nemen al., 2000
Recupera- | Mizuho- Diminution de la Tyurin, 1991
tion pecten salinité et de I'oxy-
yessoensis gene et exposition
aux détergents
synthétiques

Force du Placopecten | Exposition a l'air Nadeau et
muscle magellanicus al., 2008

Fleury et al.,

2005
Mouve- Anodonta Exposition au Salanki et
ments des | cygnea cuivre et au plomb Varanka,
valves 1976
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Suite Tableau 10 : Indicateurs comportementaux étudiés chez
quelques bivalves

Indicateurs Especes Agents stressant References Indicateurs Especes Agents stressant Reéferences |
Ferme- Mytilus Emersion Coleman et Enfouisse- | Corbicula Emersion Byrne et al.,
ture de la edulis Trueman, ment fluminea 1990
coquille 1971 o .
Exposition & un Macoma Type de sédi- Tallgvist,
Co;’taminant Kramer et balthica ment, hypoxie 2001
al., 1989 et présence de
prédateurs
Vitesse du courant | Newell et al., Saisons De Goeij et
i 2001 Luttikhuizen,
et concentration de
1998
seston
Zwarts et
Mouve- Dreissena Emersion Sluyts et al., Wanink
ments des | polymorpha 1996 1993 ,
valves . . Pi t
Cerastoder- | Emersion Boyden, lersma e
ma edule 1972 al., 1994
. Zwarts et al.,
Cerastoder- Emersion Boyden, 1994
ma glacum 1972
Corbicula Reproduction Byrne et al., Mya arenaria | Taille, granulome- Piit-
fluminea 1990 trie du substrat et zenmeyer
, , température et Drobeck,
Euvola zizac | Reproduction Brokordt et 1967
al., 2000 Tagel Lardies et
Réponse Euvola zizac | Reproduction Brokordt ef dagebus” Disponibilité de al. 2001
de fuite al., 2000 ombeili nourriture, tempé- "
rature, salinité
Placopecten | Température et Lafrance et
magellanicus | émersion al., 2002 ) _
Venus Disponibilité de Lardies et
Force d'at- | Mytilus Hydrodyna- Carrington, antiqua nourriture, tempé- al. 2001
tachement | edulis misme, cycle de 2002b q rature, salinité '
reproduction
Hydrodynamisme, | Hunt et Scrobicularia | Taille Zwarts et al.,
saisons, habitat, Scheibling, plana 1994
taille 2001
Lachance et Spisula Dragage Chicharo et
al., 2008 solida al., 2003
Venerupis Cuivre Stephenson
) Lee et al., decussates et Taylor,
Taille et courant 1990 1975
Température, Price, 1982 Pecten Emersion etrépé- | Fleury et
hydrodynamisme maximus tition sans arrétdu | Mmary, 2003
retournement
Mytilus Hydrodynamisme, Hunt et Alre du Myt/I'us Vitesse du cqurant Newell et al.,
frossolus saisons, habitat, Scheibling, siphon edulis et concentration de | 2001
taille 2001 exhalant seston
Nombre de | Mytilus Saisons et Moeser et
10.3 Méthodes d’analyse filaments edulis hydrodynamisme al., 2006
. ) de byssus
Pour les expériences de retournement et d’enfouissement, . ) ) ]
Fleury et Mary (2003) ont analysé la moyenne logarithmique En_wtert_smn, taille, Yg;‘ow'"k'e’
des temps de réponse. agrtation meca-
nique, salinité
Maguire (2003) a étudié le 90ymportement des petqncles enles Température, Young, 1985
marquant et en les plagant a I'envers dans un bassin contenant salinité, hydrodyna-
10 cm de sédiment alimenté avec de I'eau de mer en recircu- misme, saisons
Iathn. Les temps de retournement et de recuperatlon’ étaient Modiolus Emersion, taille, Van Winkle,
notés toutes les 12 heures pendant 72 heures. Les pétoncles demissus agitation méca- 1970
étaient considérés comme ayant récupéré complétement nique, salinité
(recouvert par le substrat = 3), ayant partiellement récupéré Nombre de | Myfilus Courants Teeof al,
(a moitié recouvert = 2), s’étant retournés (mais pas recouvert byssus et edulis L. 1990
du tout = 1) ou non (= 0). La somme des pointages individuels vitesse de
était calculée pour chaque période d’échantillonnage. production
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Denny (1987), Bell et Gosline (1997), Hunt et Scheibling
(2001), Carrington (2002) et Lachance et al. (2008) ont utilisé
un dynamomeétre auquel était attaché un crochet inséré dans
la coquille des mollusques. Les moules étaient tirés a 90° du
substrat jusqu’a ce qu’elles soient complétement détachées.
Carrington (2002a) a ensuite déterminé la ténacité (Ten)
permettant de résister aux forces de détachement en milieu
intertidal avec la formule suivante :

Ten = Force d’attachement (N)/ Apl (m?) (4)

ou Apl correspond a laire elliptique calculée a partir de la
hauteur et de la largeur de la coquille comme axes majeur
et mineur. Le dynamomeétre est également utilisé pour déter-
miner la force du muscle des pectinidés (Fleury et al., 2005;
Nadeau et al., 2008).

Lee et al. (1990) ont compté le nombre filaments produits
sous un courant constant par cing classes de taille de moules
bleues toutes les 12 heures pendant 84 heures. lIs ont ensuite
soumis des moules des quatre classes de taille a trois vitesses
de courant pour ainsi tester I'effet de I’hydrodynamisme et de
la taille des individus sur la production de byssus.

10.4 Quelques résultats obtenus

Fleury et Mary (2003) n’ont pas observé de corrélation entre les
fréquences de retournement ni le temps d’enfouissement de la
coquille Saint-Jacques et la taille des animaux (18-38 mm).

Maguire (2003) a observé que les pétoncles ayant subi un
stress ont eu besoin de six heures de repos plus long avant
de redevenir actifs, de se retourner et de s’enfouir. Il en est de
méme suite a une émersion.

Carrington (2002b) et Lachance et al. (2008) ont découvert
que la force d’attachement des moules n’est pas constante
au cours des saisons. En général, la ténacité et la force d’at-
tachement sont corrélées avec les fluctuations saisonniéres
du mouvement de 'eau (turbulence et hauteur des vagues)
suggérant que cette force d’attachement fluctue selon I'’hydro-
dynamisme de leur environnement. Ensuite, I'attachement est
plus faible en période de gamétogénése avancée et de ponte
en réponse a un investissement énergétique orienté davan-
tage vers le développement des gonades.

Les plus grandes moules produisent davantage et plus rapi-
dement des filaments de byssus que les plus petites en eau
stagnante. Par contre, lorsqu’il y a du courant, les moules plus
petites ont tendance a reconstituer leurs filaments plus rapide-
ment (Lee et al., 1990).

10.5 Qualités/inconvénients du test

Les indicateurs comportementaux sont des indices généra-
lement facilement applicables et qui donnent des réponses
rapides et ne demandant pas d’investissements financiers trop
importants. Par contre, il est nécessaire de bien connaitre les
variations saisonniéres naturelles chez I'espéce étudiée. Leur
fiabilité et leur sensibilité face a différents agents stressants
restent a étre étudiées. Par contre, certains indices semblent
avoir été validés comme le démontrent les tests de retourne-
ment et d’enfouissement de la coquille Saint-Jacques, dont
la sensibilité et la fiabilité semblent acceptables. Ces tests

semblent assez sensibles puisque les individus « fatigués »
par une émersion prolongée ont montré des temps de réponse
plus longs (Fleury et Mary, 2003). Certains animaux répon-
dent differemment aux tests selon le moment de la journée.
De plus, il est possible qu'il y ait une sorte d’apprentissage
lors des premiers enfouissements et retournements et que les
tests successifs entrainent une stabilité des réponses. Ainsi,
les épreuves doivent étre répétées sur un effectif suffisant. La
force du muscle chez les pectinidés semble avoir un potentiel
intéressant pour évaluer la vitalité d’un individu. Toutefois, le
protocole expérimental nécessite d’étre tres bien établi et suivi
(Nadeau et al. 2008).

11. Conclusion

Cette revue de littérature montre qu’il n’existe pas d’indice
de vitalité universel malgré la panoplie existante. Ainsi, il est
sans doute préférable de se référer a une batterie d’indica-
teurs situés a différents niveaux d’organisation et réalisés sur
des effectifs importants pour améliorer la sensibilité, parfois
au détriment de la rapidité. Cette mesure de plusieurs indices
demande un long temps de réponse, ce qui les rend moins
attrayants dans le cadre des opérations maricoles courantes.
La quantité de tissus nécessaire par individu est souvent trop
importante pour permettre de mesurer plus d’'un paramétre a
la fois de sorte que la mise au point de microméthodes permet-
trait de réduire les colts en diminuant le volume d’échantillon
nécessaire (diminution des sacrifices) en plus d’améliorer la
qualité de l'information fournie. La plupart des biomarqueurs
proposés dans la littérature sont le fruit de recherches fonda-
mentales qui nécessitent I'utilisation de matériel sophistiqué et
la mise en ceuvre de protocoles lourds, difficiles a réaliser in
situ et nécessitant beaucoup d’argent. Ces indices sont donc
trés peu utilisés en aquaculture.

Les indices portant sur des fonctions générales de I'organisme
comme les tests de comportement (force d’attachement,
enfouissement, redressement, etc.) ou physiologiques (force
musculaire, maintient de I'herméticité de la coquille, etc.)
prennent en compte une grande part de I'état physiologique
des animaux. Ce sont des indices plus globaux qui sont donc
avantageux puisqu’ils permettent de déterminer une vitalité
au plus large spectre d’aptitudes possibles au détriment, par
contre, d’'une compréhension fine des facteurs de stress et de
leurs effets sur I'organisme.

De nombreux facteurs peuvent faire varier lintensité de
réponses des différents indicateurs comme l'espéce, I'age,
le sexe, I'état reproducteur, les caractéristiques génétiques
et le stock d’origine. Il est donc extrémement important de
bien connaitre I'espece visée, en conditions normales (sans
stress) et les variations liées aux cycles biologiques des orga-
nismes étudiés. Ainsi, pour avoir un portrait juste de I'état de
vitalité des organismes et de la qualité de leur environnement,
des informations sur la nature des réponses suite a un stress
seront requises telles que le seuil 1étal des agents stressants,
le niveau de référence habituel, la variabilité intra et interspéci-
fiques ainsi que intersaisons et intersites.
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