
HAL Id: tel-03698736
https://theses.hal.science/tel-03698736

Submitted on 19 Jun 2022

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Perturbations comportementales, physiologiques et
cellulaires chez des mollusques bivalves exposés à un
pétrole brut dans un contexte mono ou multistress.

Alison Miserazzi

To cite this version:
Alison Miserazzi. Perturbations comportementales, physiologiques et cellulaires chez des mollusques
bivalves exposés à un pétrole brut dans un contexte mono ou multistress.. Ecotoxicologie. Université
de Bordeaux, 2020. Français. �NNT : 2020BORD0055�. �tel-03698736�

https://theses.hal.science/tel-03698736
https://hal.archives-ouvertes.fr


 

 

 

 

THESE PRESENTEE 

POUR OBTENIR LE GRADE DE 

 

DOCTEUR DE  

L’UNIVERSITE DE BORDEAUX 
 

ECOLE DOCTORALE SCIENCES ET ENIRONNEMENTS 

SPECIALITE GEOCHIMIE ET ECOTOXICOLOGIE 

 

 

Par ALISON MISERAZZI  

 

Perturbations comportementales, physiologiques et cellulaires 

chez des mollusques bivalves exposés à un pétrole brut  

dans un contexte mono ou multistress  

 

 

Sous la direction de : Jean-Charles MASSABUAU 

 

Soutenue le 18 juin 2020 

 

   

 

 

 

Benoit Sautour Professeur, Université de Bordeaux Président 

Laure Giamberini Professeure, Université de Lorraine Rapportrice 

Hélène Hegaret CR1 CNRS, Université de Bretagne Occidentale Rapportrice 

Frédéric Angelier CR1 CNRS, Centre d’Etude Biologique de Chizé Examinateur 

Jérôme Cachot Professeur, Université de Bordeaux Examinateur 

Philippe Blanc PhD, TOTAL SA, Responsable R&D Aquatic Environmental Monitoring Invité 

Stéphane Le Floch PhD, Chef du Service Recherche CEDRE, Brest Invité 

Jean-Charles 

Massabuau 
DR Emérite, CNRS, Université de Bordeaux 

Directeur de 

thèse 

Membres du jury : 



 

2 

 

 

  

 

 

 

 

  



 

3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perturbations comportementales, physiologiques et cellulaires 

chez des mollusques bivalves exposés à un pétrole brut  

dans un contexte mono ou multistress  

 

 

 

Alison Miserazzi 

 

 

2020 

 

 

 

 

  



 

4 

 

 

 

 

 

  



 

5 

 

RESUME 

L’utilisation d’outils adaptés, efficaces et fiables est fondamentale pour mesurer et contrôler 

l’impact environnemental autour des installations industrielles. Robuste, autonome et permettant un 

suivi à distance et en ligne, la Valvométrie HFNI (Haute Fréquence Non Invasive) est une solution 

possible pour le biomonitoring des écosystèmes aquatiques. Elle permet l’étude à distance et en 

temps quasi réel du comportement et de différents traits de vie de groupes de mollusques bivalves 

dans le milieu naturel par numérisation de leur activité valvaire. Les animaux sont ainsi utilisés 

comme des témoins représentatifs de la qualité de l’eau, capables de traduire la survenue 

d’évènements modifiant leur environnement. Détecter rapidement le début d’une perturbation et 

identifier sa nature sont des éléments clés du processus de réduction du risque environnemental. À 

ce titre, le premier objectif de cette thèse était d’analyser, en situation multistress, les réponses 

comportementales de mollusques bivalves exposés à un pétrole brut dans un contexte 

environnemental réaliste. Le second objectif était d’évaluer les perturbations sous-jacentes de leur 

milieu intérieur lors de l’exposition au pétrole brut et mieux comprendre le mécanisme des 

changements de comportement. Pour ce faire, des études ont été réalisées chez deux espèces de 

mollusques bivalves, la palourde d’eau douce Corbicula fluminea et l’huitre marine Magallana 

gigas, en conditions semi-naturelles ou contrôlées de laboratoire, avec des concentrations de pétrole 

brut constantes ou variables, environnementales (et dans un cas létales), et en présence de différents 

facteurs de stress additionnels : la température de l’eau, la turbidité, la présence de baryum, de 

pollution sonore ou d’hypoxie. La réponse comportementale au pétrole brut s’est avérée (i) claire et 

discernable dans la majorité des situations créées et (ii) fonction de la concentration, ce qui permet 

de proposer un schéma global d’évolution d’indices valvométriques dans la gamme 0 – 60 mg·L-1. 

Les perturbations du milieu intérieur ont été évaluées par une approche de protéomique sur des tissus 

en relation avec l’activité comportementale (branchies, muscles, ganglions nerveux). Quel que soit 

le tissu étudié, l’espèce ou les conditions d’exposition, les résultats traduisent une modification des 

processus métaboliques et cellulaires avec un impact toxicologique fonction de la contamination 

quantifiée par des dosages de HAP dans les tissus ou des valeurs nominales d’exposition. Ces 

analyses permettent d’aborder les bases explicatives du comportement chez les bivalves, de corréler 

comportement et changements du milieu intérieur et ouvrent la voie à des perspectives d’évaluation 

d’impacts en ligne et à distance. 
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ABSTRACT 

The use of adapted, efficient and reliable tools is fundamental to measure and control the 

environmental impact surrounding industrial installations. Robust, autonomous and working by 

remote control, HFNI (High Frequency Non Invasive) Valvometry is one possible solution for the 

biomonitoring of aquatic ecosystems. Based on valve activity scanning, it enables the study of 

behavior and different life traits of bivalve mollusks in the natural environment. Animals are used 

as biosensors representative of water quality and capable of reflecting the occurrence of 

environmental alteration. Detecting a disturbance and identifying its nature are key elements in the 

process of reducing environmental risk. As such, the first objective of this work was to analyze the 

behavioral response to crude oil of bivalve mollusks instrumented with HFNI Valvometry in a 

multistress context. The second objective was to evaluate the underlying disturbances occurring in 

their milieu intérieur when exposed to crude oil with the ultimate goal of associating behavioral 

changes (symptoms) and physiological disorders. To do so, studies were conducted on two species, 

the freshwater clam Corbicula fluminea and the marine oyster Magallana gigas, under controlled 

laboratory or semi-natural conditions. We used crude oil at environmentally realistic concentrations, 

either constant or variable and in one case lethal. We used various stress factors: water temperature, 

turbidity, presence of barium, noise pollution and hypoxia. The behavioral response to crude oil was 

found to be (i) clear and distinguishable in the majority of situations and (ii) concentration-

dependent, allowing to propose a global relationship between a valvometric index and crude oil 

concentration in the range 0 - 60 mg·L-1. Disturbances in the milieu intérieur were assessed using a 

proteomic approach on tissues directly involved in behavioral activity (gills, muscles, nervous 

ganglia). Whatever the tissue studied, the species or the exposure conditions, the results reflect a 

disruption of metabolic and cellular processes with a dose-effect toxicological impact quantified by 

PAH analyses in tissues or nominal exposure values. As a whole, this new set of analyses (i), 

confirms the capacities of the valvometry concept in the oil and gas field, (ii) make it possible to 

approach the relationship between behavior and underlying physiological changes bivalves and (iii) 

pave the way to new perspectives for online and remote impact assessment. 
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1.1 Contexte et objectifs de l’étude 

 

L’exploitation pétrolière est une source de perturbation des écosystèmes environnementaux 

aquatiques (GESAMP, 2007). Une surveillance efficace et fiable est indispensable et 

nécessite l’utilisation d’outils adaptés et spécifiques. Robuste, autonome et permettant un 

suivi en ligne et à distance, le biomonitoring par Valvométrie HFNI (Haute-Fréquence Non-

Invasive) est une solution possible. Le principe consiste à suivre et numériser en continu le 

comportement et différents traits de vie (mortalité, agitation, croissance, ponte, rythmes 

biologiques…) de mollusques bivalves dans le milieu naturel à surveiller. Les données 

rendues lisibles automatiquement sur un site web dédié permettent de visualiser l’activité 

valvaire en temps quasi réel et donc de déceler la survenue potentielle d’évènements opérant 

sur la qualité du milieu (Andrade et al., 2016). De nombreuses études en conditions 

contrôlées de laboratoire ou en conditions semi-naturelles ont déjà rapporté le potentiel 

analytique de l’activité valvaire de mollusques bivalves avec la Valvométrie HFNI afin de 

traduire la présence d’éléments traces métalliques (Fournier et al., 2004 ; Tran et al., 2003, 

2007), d’hypoxie (Tran et al., 2001, 2005), d’algues toxiques (Haberkorn et al., 2011 ; Tran 

et al., 2010), de pétrole brut (Bénégui et al., in prep), de pollution sonore (Charifi et al., 

2017), ou encore de parasitisme (Chambon et al., 2007). En parallèle de mes travaux de 

thèse, deux valvomètres ont fonctionné en autonomie durant 14 mois (2017-2018) dans le 

golfe Arabo-Persique sous une plateforme pétrolière offshore en activité. Tandis que la 

croissance continue des huitres perlières locales a suggéré un écosystème en « bonne santé 

», leur comportement a traduit de façon transitoire la survenue d’événements perturbateurs 

inhérents aux activités de la plateforme (Blanc et al., 2017). Dans ce contexte industriel, la 

possibilité de déceler spécifiquement une fuite accidentelle de pétrole dans le milieu naturel 

où de multiples perturbations sont envisageables se devait d’être considérée. Ce point 

constitue la première problématique de mes travaux de thèse : la retranscription du 

comportement de mollusques bivalves par la Valvométrie HFNI peut-elle permettre de 

détecter et de discriminer la présence de pétrole brut dans un milieu soumis à d’autres 

facteurs de stress ? La seconde problématique de mes travaux de thèse vient en complément 

puisqu’enregistrer des modifications comportementales de mollusques bivalves sans 

prendre en considération ou sans connaitre les perturbations associées de leur milieu 

intérieur ne peut pas être satisfaisant et suffisant dans une démarche de biomonitoring 



 

18 

 

opérationnel. La question qui se pose alors est la suivante : lorsque le comportement de 

mollusques bivalves est perturbé par la présence de pétrole brut et analysé à distance avec 

la Valvométrie HFNI, quelles sont les perturbations physiologiques et cellulaires sous-

jacentes correspondantes ? Que nous disent les comportements sur les perturbations du 

milieu intérieur ? In fine, le but visé est donc de pouvoir, en ligne et à distance, aboutir à 

une compréhension plus globale et précise de l’état de santé des mollusques bivalves 

instrumentés par la Valvométrie HFNI. Des analyses de la contamination et du protéome de 

différents tissus ciblés pour leurs relations avec le comportement ont été à ce titre 

entreprises.  

 

Cette thèse est le fruit d’un travail universitaire financé par un industriel. Elle intervient 

dans le cadre de travaux réalisés depuis 2012 et d’une collaboration entre l’Université de 

Bordeaux, le CNRS et TOTAL sur l’utilisation de la Valvométrie HFNI développée par 

l’UMR CNRS EPOC 5805. Pour le chercheur l’objectif est l’application à un besoin de 

l’industrie mais aussi et tout d’abord l’application au problème de protection de 

l’environnement. Le but est d’aider l’industriel à être plus propre, de faire connaitre ou 

reconnaitre sa démarche grâce à un outil de mesure en temps quasi réel et en ligne. Dans 

cette optique, la valvométrie HFNI est un outil didactique, permettant de détecter des 

pollutions silencieuses et de dater leurs débuts, permettant d’informer le personnel sur la 

qualité de leur travail ainsi que les décideurs et toute partie prenante. Cette collaboration a 

également permis d’aborder des questions de recherche fondamentale sur l’écotoxicologie, 

la biologie des mollusques, et en particulier leur éthologie et leur physiologie. Elle nous a 

finalement donné l’accès à un site expérimental unique en France et à l’international, le site 

des Rivières Pilotes de TOTAL (Lacq, Pyrénées-Atlantiques) qui permet de travailler en 

conditions semi-naturelles en toute sécurité.  
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1.2 Structure du manuscrit 

 

Ce manuscrit est construit autour d’articles. Certains sont publiés (n = 3), d’autres sont en 

préparation (n = 3). Après un 1er chapitre d’introduction, le Chapitre 2 propose un état de 

l’art autour des travaux présentés. Le Chapitre 3 présente ensuite les matériels et méthodes 

avec lesquels ces travaux ont été réalisés. Les Chapitres 4, 5, 6 et 7 constituent le corps du 

texte et mettent en lumière les résultats obtenus. Le Chapitre 4 constitue un travail pionnier 

permettant de mieux comprendre les conséquences de la pollution sonore chez les bivalves. 

En effet, parmi les facteurs confondants que je devais étudier, l’un est très présent sur toutes 

les plateformes pétrolières. C’est la pollution sonore. Or on ne savait rien, ou presque rien, 

de l’impact possible de cette pollution sonore sur la biologie des mollusques bivalves.  En 

collaboration avec un autre doctorant qui travaillait sur la mise en évidence des capacités 

auditives chez l’huitre, j’ai étudié en quoi la biologie d’un mollusque bivalve pouvait être 

perturbée par le bruit. J’ai ensuite utilisé ces résultats, à deux niveaux de pression différents, 

dans mon étude des facteurs de stress potentiellement confondant en présence de pétrole 

brut. Ce chapitre fait l’objet d’un article scientifique publié dans PLOS One et pour lequel 

je suis en second auteur. Le Chapitre 5 se subdivise en deux parties. La première présente 

les analyses comportementales et de contamination tissulaire chez la palourde d’eau douce 

C. fluminea exposée au pétrole brut seul ou en présence d’autres facteurs de stress au sein 

de conditions semi-naturelles. Cette partie fait l’objet d’un article scientifique publié dans 

Aquatic Toxicology et pour lequel je suis en premier auteur. Je me suis ensuite intéressée à 

l’huitre M. gigas afin de savoir si mes résultats en eau douce, chez le corbicule, pouvaient 

avoir une valeur plus généraliste. La seconde partie présente donc, selon le même schéma, 

les analyses comportementales et de contamination de l’huitre marine M. gigas exposée au 

pétrole brut seul ou en présence d’autres facteurs de stress en conditions contrôlées de 

laboratoire. Après ces premiers travaux, où l’on verra que la réponse comportementale au 

pétrole brut est caractéristique, je me suis focalisée sur les perturbations du milieu intérieur 

qui sous-tendent le comportement. Le Chapitre 6 se subdivise en deux parties principales. 

La première partie présente les modifications du protéome des branchies et de l’ensemble 

muscles plus ganglions nerveux de C. fluminea exposée au pétrole brut seul en conditions 

semi-naturelles. Cette partie fait l’objet d’un article scientifique publié dans Aquatic 

Toxicology et pour lequel je suis en premier auteur. La seconde partie présente les 

perturbations du protéome dans le principal ganglion nerveux de l’huitre également exposée 
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au pétrole brut seul en conditions de laboratoire. Finalement, dans le Chapitre 7, j’ai étudié 

les réponses de l’huitre à des concentrations « massives » de pétrole brut. Massives mais 

écologiquement réalistes puisqu’au niveau mondial ces concentrations peuvent être 

autorisées dans les eaux de production et qu’elles pourraient être retrouvées dans le cas de 

pollution. J’ai donc repris l’ensemble des paramètres étudiés au cours de mes travaux 

précédents (comportement, contamination, protéomique) pour évaluer les conséquences de 

telles concentrations sur l’huitre. Pour finir, le Chapitre 8 permet de résumer l’ensemble 

des résultats et de mettre différents aspects en perspective.  
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2.1 Monitoring comportemental des écosystèmes aquatiques  

 

La biosurveillance (ou biomonitoring) peut être définie comme l’ensemble des techniques 

utilisant des organismes vivants pour fournir des informations sur les composantes 

abiotiques (non vivantes) et biotiques (vivantes) de l’environnement (Day et al., 2000). Son 

but ultime est la préservation. En ce qui concerne le milieu aquatique, quelques-unes des 

meilleures approches pour répondre à la nécessité de surveillance sont représentées par les 

nouvelles technologies permettant l’obtention d’observations continues (Danovaro et al., 

2016). Parmi ces technologies, celles se basant sur l’étude et la quantification des 

comportements in situ ont un fort potentiel pour servir de biomarqueurs de l’état de santé 

des écosystèmes (Bae et Park, 2014 ; Danovaro et al., 2016).  

 

Le comportement est une réaction hautement intégrative des organismes dès l’échelle 

individuelle. Les réponses comportementales des organismes vivants résultent en effet de 

l’interaction cumulée de divers facteurs physiologiques internes et externes, 

environnementaux et sociaux (Dell’Omo, 2002 ; Gerhardt, 2007). Face à un stimulus, le 

comportement est un caractère largement modulable en termes de spécificité, d’intensité et 

de délai de réponse. C’est de ce fait un mécanisme adaptatif majeur, et premier*, par lequel 

les animaux vont faire face aux changements quotidiens de leur environnement aussi bien 

qu’aux évènements perturbants. Face aux changements, ces modifications 

comportementales peuvent indiquer (i), une réponse adaptative, afin d’atténuer ou de 

prévenir des effets potentiellement délétères d’une exposition, ou au contraire (ii) témoigner 

de l’échec des mécanismes adaptatifs et donc d’un effet toxique. Les comportements 

reflétant la toxicité « immédiate » sont souvent manifestes et rapidement observables alors 

que l’adaptation subtile peut être très fine et difficilement décelable. Elle demande en tout 

cas du temps pour la mettre en évidence. L’observation et la quantification des effets vont 

aussi grandement dépendre de l’approche expérimentale utilisée et, par voie de 

conséquence, une absence d’effet observé ne signifie pas toujours une absence d’effet 

(Dell’Omo, 2002 ; Weiss, 1994).  

 

                                                 
* L’évitement est par exemple le premier mécanisme mis en jeu face à un stress ou une pression 

environnementale.  
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En ce qui concerne le mécanisme régissant la réponse comportementale, Scott et Sloman 

(2004) ont proposé un résumé des étapes se succédant (Fig. 2.1) : une fois le stimulus 

environnemental perçu, l’information sensorielle est intégrée centralement. Des réactions 

physiologiques secondaires peuvent alors survenir et, ensemble, les changements 

physiologiques centraux et périphériques façonnent les réponses comportementales aux 

stimuli. Les changements comportementaux peuvent ensuite, à leur tour, influencer les 

processus physiologiques et la réponse aux stimuli ultérieurs. En outre, une réaction 

comportementale inappropriée à un stimulus environnemental, due à un effet toxique par 

exemple, peut avoir de sévères conséquences pour les organismes.  

 

 

 

Figure 2.1. De nombreux facteurs physiologiques et environnementaux influencent le comportement chez le 

poisson (Scott et Sloman, 2004).  

 

 

L’étude des changements de comportement des organismes face à un stress représente une 

part essentielle des sciences du comportement et de l’écotoxicologie, qu’on appelle 

l’écotoxicologie comportementale. Hellou (2010) en a signalé toute l’importance pour le 
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milieu aquatique. Cette thématique de recherche interdisciplinaire, à la croisée de trois 

grandes disciplines que sont l’éthologie, la toxicologie et l’écologie (Fig. 2.2), est 

considérée aujourd'hui comme une approche parfaitement fiable pour caractériser l’état de 

santé des organismes aquatiques et celui des écosystèmes dans lesquels ils évoluent (Pyle 

et Ford, 2017 ; Hartmann et al., 2016). De plus, l’analyse des comportements est considérée 

comme une branche ayant toujours un potentiel très prometteur dans les études 

écotoxicologiques, notamment pour combler le clivage pouvant parfois exister entre les 

études de laboratoire et celles en milieu naturel, entre les processus physiologiques et les 

processus écologiques (Amiard-Triquet, 2009 ; Gerhardt, 2007 ; Pyle et Ford, 2017 ; Scott 

et Sloman, 2004).  

 

 

 

Figure 2.2. Interdisciplinarité de l’écotoxicologie comportementale (d’après Dell’Omo, 2002 ; Gerhardt, 

2007) 

 

 

Différentes limites sont cependant recensées au sein des études en écotoxicologie 

comportementale. Parmi elles, certaines sont en lien avec la méthodologie expérimentale. 

Parker (2016) souligne que les approches faisant appel aux tendances comportementales 

naturelles non conditionnées accroissent la fiabilité et la validité écologique des analyses. 

Elles sont à privilégier dans le cadre d’une normalisation méthodologique puisque de 

nombreuses variables confusionnelles peuvent influencer le comportement des animaux. 

D’autres limites concernent l’interprétation des réponses des organismes et les quiproquos 

qui peuvent en résulter. Par exemple, Tierney (2016) a mis clairement en évidence que les 



 

26 

 

réactions comportementales d'évitement face aux contaminants sont très répandues mais pas 

universelles. Diverses études ont relaté des cas où des poissons ont été attirés par la 

contamination. L’auteur explique que les organismes peuvent être « aveuglés » par d’autres 

problèmes. Ils peuvent être aussi dans l’incapacité de fuir le contaminant ou, cas extrême, 

préférer l’environnement toxique pour des raisons trophiques par exemple.  

 

Dans le cas des mollusques bivalves, la fuite est bien sûr impossible (sauf le cas théorique 

de la coquille Saint-Jacques) et la réaction de fermeture des valves apparait classiquement 

comme un comportement de protection des tissus à l’intérieur des valves. On pense souvent 

que face à un contaminant jugé comme nocif par l’individu exposé, il va se fermer pour se 

protéger. Nous verrons tout au long de ce travail que si les périodes de fermeture peuvent 

augmenter suite à une contamination, l’interprétation est plus complexe qu’une simple 

fermeture réflexe, qui durerait le temps que l’eau redevienne de bonne qualité.  

 

 

2.2 L’origine des pollutions pétrolières 

 

Les pétroles bruts sont des substances formées naturellement au cours de processus 

géologiques et géochimiques spécifiques. Ce sont des mélanges complexes caractérisés par 

la présence de dizaines de composés hydrocarbonés en proportion majeure et de milliers de 

composés en proportion mineure ou à l’état de traces (Beens et Brinkman, 2000 ; Lefebvre, 

1978 ; Stout et Wang, 2016 ; Tissot et Welte, 1984). La composition chimique variable des 

pétroles bruts est à l’origine de caractéristiques et de propriétés uniques qui vont influencer 

leur devenir dans le milieu naturel et leurs effets sur les organismes vivants (Ryerson et al., 

2011 ; NRC, 2003).  

 

Les éléments majeurs du pétrole brut, à savoir le carbone et l’hydrogène, y sont présents à 

hauteur de 97 %. Les composés mineurs, tels que l’azote, le soufre ou l’oxygène ne sont 

présents qu’à hauteur de 3 %. Les pétroles bruts peuvent également contenir des sels 

minéraux et des éléments traces métalliques (nickel, vanadium, chrome) en proportion 

négligeable (NRC, 1985). Les composés hydrocarbonés et apparentés du pétrole brut 

peuvent être subdivisés en différentes classes : les saturés, les oléofines ou insaturés, les 
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aromatiques, les polaires tels que les asphaltènes ou les résines (Colwell et al., 1977). Dans 

divers pétroles bruts, les composés saturés sont principalement des alcanes. Les oléofines 

ne se retrouvent en proportion importante que dans les produits raffinés du pétrole. Les 

hydrocarbures aromatiques peuvent représenter de 1 à 20 % du total des hydrocarbures 

présents dans le pétrole brut et les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) de 0,2 

à plus de 7 %. Dans la plupart des cas, les hydrocarbures aromatiques contenant de 1 à 3 

cycles plus leurs dérivés (e.g. dibenzothiophène) représentent au moins 90 % des 

hydrocarbures aromatiques (Neff, 1990). Parmi l’ensemble des composés présents dans le 

pétrole brut, les HAP comprennent ceux qui provoquent les effets environnementaux les 

plus graves (Meador, 2003 ; NRC, 2003). Les BTEX (benzène, toluène, éthylbenzène, 

xylène), composés monoaromatiques alkylés ou non, sont les composés les plus volatils et 

représentent généralement de 0,5 % à 5 % des pétroles légers (Wang and Fingas, 1996). En 

comparaison, l’essence peut en contenir jusqu’à 40 %. Du fait de leur volatilité, les BTEX 

rejetés dans l’eau sont rapidement transférés au milieu aérien. Il peut donc être considéré 

que la durée d'exposition des organismes aquatiques est souvent suffisamment courte pour 

éviter ou limiter leurs effets toxiques (NRC, 2003). Les BTEX sont généralement 

neurotoxiques et le benzène, en particulier, est reconnu comme un cancérogène avéré 

(ATSDR, 2007). Enfin, les proportions relatives des composés polaires contenant des 

atomes d’azote, de soufre ou d’oxygène participent également à déterminer les 

caractéristiques chimiques d’un pétrole brut donné.  

 

Les divers intrants de pétrole brut dans le milieu marin peuvent être catégorisés en 4 groupes 

majeurs : les suintements naturels, l’extraction, le transport et la consommation (NRC, 

2003). Les suintements naturels se produisent lors de la migration du pétrole brut vers la 

colonne d’eau sus-jacente. Il est estimé que ces fuites naturelles représentent le passage 

d’environ 600 000 tonnes de pétrole brut dans le milieu marin par an dans le monde. 

Comparativement, cela représente 45 % de l’ensemble des intrants pétroliers dans 

l’environnement (NRC, 2003 ; Fig. 2.3). Cependant, malgré ces chiffres, ces grands 

volumes sont libérés à un rythme suffisamment faible et diffus pour que l'écosystème soit 

en mesure de s'adapter.  
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Figure 2.3. Contribution relative des rejets annuels moyens (1990-1999) d'hydrocarbures pétroliers (en 

kilotonnes) provenant des suintements naturels et des activités associées à l'extraction, au transport et à la 

consommation de pétrole brut ou de produits raffinés (NRC, 2003). 

 

 

En ce qui concerne les principales sources liées aux activités anthropiques (extraction, 

transport et consommation), la consommation du pétrole est la source majoritaire. En 

moyenne, on estime que 480 000 tonnes d’hydrocarbures pétroliers sont introduites chaque 

année dans l’environnement marin à partir des rejets associés à la consommation du pétrole. 

Cela représente 70 % des pollutions pétrolières dues aux activités anthropiques et environ 

40 % du volume de pétrole reçu par l’environnement marin. Ces apports au milieu marin se 

font presque exclusivement sous forme de rejets chroniques et lents, à partir du milieu 

terrestre, via les estuaires, les fleuves, les rivières, les eaux usées et/ou pluviales qui drainent 

les rejets de l’activité humaine.   

 

La seconde source anthropique concernant les apports d’hydrocarbures au milieu marin est 

le transport du pétrole brut ou de ses produits raffinés. Elle entraine le relargage de 150 000 

tonnes d’hydrocarbures pétroliers par an, ce qui représente 22 % de l'apport mondial par les 

activités anthropiques. Malgré des volumes largement inférieurs à ceux des précédentes 

sources citées et, tout comme les rejets provenant de l’extraction du pétrole décrits ci-après, 

ces apports ne sont bien sûr pas négligeables. Ils peuvent, en effet, se produire sous la forme 

de grands déversements, partout où les navires-citernes peuvent se rendre et où les pipelines 

sont situés. Un point important est qu’ils ne sont souvent pas dilués au niveau global. Les 

produits déversés, si ce sont des distillats par exemple, peuvent se comporter de façon 
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spécifique dans l’environnement ou contenir une fraction importante de composés toxiques, 

tels que les HAP.  

 

Enfin, en ce qui concerne l’ensemble des sources anthropiques de pétrole dans le milieu 

marin recensées ici, l’extraction est classée comme source minoritaire†. La nature et 

l'ampleur de ces rejets sont très variables et se limitent globalement aux zones où 

l'exploration / production du pétrole et du gaz est en cours. Ces activités introduisent, en 

moyenne 38 000 tonnes de pétrole brut dans le milieu marin chaque année, c’est-à-dire 5 % 

de l’apport anthropique mondial (NRC, 2003 ; Fig. 2.3). Bien qu'ils soient largement 

inférieurs à certaines autres sources de pétrole dans le milieu marin, ces apports ne sont pas 

négligeables pour autant. Ils peuvent représenter des déversements sporadiques mais 

importants, concentrés, et se trouver dans des zones sensibles, près de rivages par exemple. 

Plus précisément, les pollutions dues aux activités d’exploration production du pétrole et du 

gaz se subdivisent en 3 sous-catégories (Fig. 2.4) : les déversements accidentels à partir de 

plateformes offshores, les dépôts atmosphériques ainsi que les eaux de production. Les eaux 

de production sont un mélange de différents composés organiques et inorganiques dont de 

nombreux polluants, et représentent les déchets les plus importants de l’industrie pétrolière 

et gazière (Fakhru’l-Razi et al., 2009 ; Lusinier et al., 2019). À titre indicatif, tous pétroliers 

et pays confondus, les concentrations moyennes en hydrocarbures autorisées dans les eaux 

de production rejetées (avant dilution dans le milieu marin) sont d’environ 30 – 40 mg·L-1 

(Lusinier et al., 2019 ; OSPAR, 1992) avec des maximums journaliers autorisés de 100 

mg·L-1 (Tab. 2.1). Le pétrolier TOTAL limite la concentration à 30 mg·L-1 en offshore et 15 

mg·L-1 en onshore‡. 

 

                                                 
† La grande exception est la catastrophe de Deepwater Horizon. On considère que son apport a été comparable 

à celui d’un an de fuite naturelle au niveau mondial. Les données présentées ici (1990-1999) n’en tiennent pas 

compte. Deepwater Horizon était une plateforme pétrolière située dans le Golfe de Mexique. La compagnie 

pétrolière britannique BP était propriétaire du puits. L’explosion de la plateforme s’est déroulée le 20 avril 

2010 et son naufrage le 22 avril 2010.  
‡ https://www.ep.total.com/fr/responsabilites/environnement/lenvironnement-au-coeur-de-notre-strategie 

 

https://www.ep.total.com/fr/responsabilites/environnement/lenvironnement-au-coeur-de-notre-strategie
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Tableau 2.1. Tableau résumant les valeurs limites admises à travers le monde en termes de concentration de 

graisse et d’huile brute dans les eaux de production rejetées par les plateformes pétrolières (Lusinier et al., 

2019 ; adapté de Zheng et al., 2016). 

 

 

 

Environ 36 000 tonnes d’eaux de production sont déversées dans le monde chaque année, 

ce qui représente 95 % du volume des pollutions liées aux activités d’exploration production 

du pétrole et du gaz mais moins de 3 % de la quantité totale qui pénètre dans le milieu marin 

chaque année. Les déversements accidentels provenant des plateformes, généralement 

faibles, sont en moyenne de 3,5 tonnes. Ces déversements peuvent néanmoins avoir des 

répercussions importantes dans certaines circonstances. Enfin, les activités d’extraction 

entrainent le relargage de composés organiques volatils (COV) sous forme de gaz qui 

s’échappent dans l’atmosphère à partir du milieu marin. Ces dépôts atmosphériques 

provenant des activités d'extraction représentent 4 % des apports totaux mondiaux liés à 

l'extraction.  
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Figure 2.4. Moyenne relative des apports annuels (1990-1999) d'hydrocarbures pétroliers (kilotonnes) au 

milieu marin mondial provenant de sources associées à l'extraction du pétrole. 

 

 

2.3 Niveaux de contamination recensés  

 

Comme évoqué brièvement dans le paragraphe précédent, et bien que la notion de volume 

soit extrêmement informative, ces chiffres ne donnent pas directement d’information sur les 

conséquences pour le milieu aquatique. Les conséquences écologiques attribuables aux 

rejets de pétrole brut résultent en réalité d’un ensemble complexe de variables. Il doit être 

par exemple pris en compte les taux de relargage, la nature du fluide rejeté (et la proportion 

de composés toxiques qu’il contient), les caractéristiques physiques et biologiques des 

écosystèmes exposés et les conditions environnementales (NRC, 2003). Certains processus 

de base affectant le devenir du pétrole brut dans le milieu naturel, qu’ils soient d’origine 

physique, chimique ou biologique, sont bien référencés. Ces processus comprennent 

l'évaporation, l'émulsification, la dissolution, la photo-oxydation et l'oxydation microbienne 

(Colvin et al., 2020 ; Daling et al., 2014 ; Stout et Wang, 2016). À la suite d’un rejet, d’une 

fuite ou d’un suintement naturel, le transport du pétrole dans l’eau est un phénomène 

complexe qui évolue dans les trois dimensions, à la fois sur le plan vertical et sur le plan 

horizontal. Le transport horizontal s'effectue par étalement, advection, dispersion et 

entraînement tandis que le transport vertical comprend la dispersion, l’entraînement, la 

circulation de Langmuir, l’enfoncement, le partitionnement et la sédimentation. Dans ces 
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conditions d’hétérogénéité, définir des concentrations « typiques » dans les masses d’eau 

reste extrêmement complexe voire impossible car dénué de signification. Néanmoins, les 

valeurs ponctuelles mesurées, dans le temps et dans l’espace, n’en restent pas moins vraies. 

Elles sont représentatives de concentrations auxquelles les organismes vivants peuvent être 

confrontés, par périodes, malgré le fait que leur présentation puisse parfois paraitre 

hétéroclite.  

 

Les grands déversements occasionnels d'hydrocarbures attirent considérablement l'attention 

du public en raison des dommages environnementaux évidents et visuels qui en découlent. 

Dans ce type de circonstance, Sammarco et al. (2013) ont par exemple rapporté des valeurs 

de HCT (hydrocarbures totaux) et HAP de nombreux échantillons d’eau de mer (n = 66) 

prélevés le long des côtes du Golfe du Mexique (de la Floride au Texas) entre mai et 

novembre 2010 à l’issue de l’explosion de la plateforme BP/Deepwater Horizon le 20 avril 

2010. Les concentrations moyennes d’hydrocarbures totaux (C8 - C40) mesurées étaient de 

200 mg·L-1 (pour des concentrations comprises entre 0 et 11 400 mg·L-1). Les 

concentrations moyennes de HAP totaux étaient de 47 µg·L-1. Les concentrations en HAP 

n’étaient cependant pas uniformes entre les différents groupes analysés. Les C1 

phénanthrènes / anthracènes atteignaient une moyenne de 1174 µg·L-1 tandis que les 

concentrations des autres groupes étaient très nettement en deçà. Diercks et al. (2010) ont 

par ailleurs mis en évidence des concentrations de HAP allant jusqu'à 189 µg·L-1 dans le 

panache d’hydrocarbures généré au cours de cette catastrophe. En décembre 2007, le 

pétrolier Hebei Spirit a déversé environ 12 547 000 litres de pétrole brut au large de la côte 

ouest de la Corée, touchant plus de 375 km de côtes. À l’issue de ce déversement, les 

concentrations mesurées en HCT dans l’eau de mer variaient de 1,5 à 7310 µg·L-1. Un mois 

plus tard, les concentrations mesurées étaient comprises entre 2,0 et 224 µg·L-1 (Kim et al., 

2013). Entre 1996 et 2005, les concentrations mesurées en HCT dans la Baie de Bohai en 

Chine, qui est caractérisée par une activité humaine intense (décharges industrielles, ports 

maritimes, extraction de pétrole et de gaz) étaient comprises entre 23,7 et 508 µg·L-1 (Li et 

al., 2010). En Inde, dans le Golf de Cambay où l’un des plus grands chantiers de 

construction navale au monde est présent, les concentrations moyennes en HCT sont 

comprises, en fonction des stations et des saisons, entre 657 et 3540 µg·L-1 (Srinivasa Reddy 

et al., 2005). En 1996, Stagg et McIntosh, ont publié les résultats issus de deux campagnes 

de prélèvements réalisés en Mer du Nord en 1993 et 1994. Des concentrations maximales 
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de 3 et 4 µg·L-1 ont été mesurées sur des stations de prélèvements relativement proches 

d’installations pétrolières et gazières. En ce qui concerne les eaux douces, saumâtres et 

côtières, Sousa et al. (2018) ont réalisé une méta-analyse de la littérature mondiale. La 

moyenne des concentrations de HAP est de l’ordre de 4,5 µg·L-1. Par exemple, les 

concentrations atteignent des valeurs de 1,2 µg·L-1 dans la rivière Raba en Hongrie (Nagy 

et al., 2013), de 2,2 µg·L-1 en République tchèque (Jálová et al., 2013), 1,2 µg·L-1 en Chine 

(Zhang et al., 2017), de 1,9 µg·L-1 dans la rivière Cauca en Colombie (Sarria-Villa et al., 

2016) et jusqu'à 59,6 µg·L-1 en Iran (Agah et al., 2017). Guéguen et al. (2011) qui ont 

recensé les concentrations en HAP dans l’eau des côtes françaises ont montré qu’elles 

étaient comprises entre 0 et 8,5 µg·L-1. Ces données sont en accord avec Incardona et al. 

(2014) qui parlent de concentrations environnementales réalistes de HAP totaux dans l’eau 

comprises entre 1 et 15 µg·L-1.  

 

Lorsqu'ils sont exposés à de l'eau de mer contaminée par des hydrocarbures, les animaux 

marins sont en mesure d’en accumuler une grande variété. En général, les hydrocarbures 

aromatiques s'accumulent davantage dans les organismes et sont retenus plus longtemps que 

les alcanes (Neff et al., 1976). L’analyse des concentrations en HAP dans les organismes ne 

doit cependant pas être considérée sans la mise en parallèle avec leur capacité de 

biotransformation (Bustamante et al., 2012). La biotransformation désigne l'ensemble des 

modifications subies par les molécules chimiques présentes dans les organismes. C’est grâce 

à ce processus, réalisé par différentes réactions enzymatiques, que les HAP parents, 

molécules hydrophobes et liposolubles, sont transformées en métabolites hydrophiles en 

mesure d’être excrétés par l’organisme. Ces capacités ont longtemps été ignorées ou 

considérées très faibles, voire inexistantes, chez les invertébrés aquatiques (Meador, 1995 ; 

Lee et al., 1972 ; Palmork et Solbakken, 1981). Des études plus récentes ont néanmoins 

démontré l’existence de cette capacité de métabolisation chez les invertébrés et notamment 

chez les mollusques bivalves (Livingstone, 1998 ; McElroy et al, 2000 ; Jenny et al., 2016). 

De surcroit, il a été mis en évidence que des mollusques provenant de sites fortement 

contaminés peuvent présenter de relativement faibles concentrations d’hydrocarbures 

aromatiques dans leurs tissus (Varanasi et al., 1985 ; Baumard, 1998). Néanmoins, les 

capacités de bioaccumulation des mollusques bivalves peuvent être plus élevées que celles 

d’autres invertébrés et sont largement supérieures à celles des vertébrés marins (Widdows 

et al., 1982 ; Neff, 2002 ; Martínez-Gómez et al., 2010). De façon générale, en plus de 
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capacités de métabolisation différentes selon les clades ou les espèces, les processus de 

bioaccumulation sont également régis par un ensemble de phénomènes complexes tels que 

par exemple, les durées et les voies d’exposition, les flux de contaminants, les cycles 

saisonniers ou encore les paramètres physico-chimiques du milieu qui peuvent modifier la 

biodisponibilité des composés. Les variations qui peuvent parfois exister entre les valeurs 

mesurées au sein des organismes peuvent donc logiquement en résulter (Douben, 2003). 

Enfin, les modifications comportementales, engendrées lorsque les résidus tissulaires 

s'approchent de niveaux critiques ou lors de la détection du contaminant, peuvent influer 

aussi la contamination. Un facteur rarement pris en compte est finalement la ventilation qui 

peut être très variable suivant les conditions environnementales. Ingestion et ventilation 

peuvent donc également influencer la contamination.  

 

Afin de donner un aperçu des valeurs recensées dans l’environnement, nous allons citer ici 

quelques exemples d’études. Webster et al. (2006) ont collecté des moules d'élevage 

(Mytilus edulis) chaque mois entre 1999 et 2005 sur un site naturel de la côte ouest-écossaise 

dans le but d'établir une gamme de concentrations de référence en prévision d’un incident 

environnemental. Les concentrations totales en HAP (2 à 6 cycles, parents et alkylés ; n = 

39 composés) variaient de 12,5 à 151,2 μg·kg-1 (poids frais). Galgani et al. (2011) ont 

analysé les concentrations en HAP (n = 16 composés) de moules Mytilus galloprovincialis 

transplantées durant 12 semaines au niveau de 123 sites longeant les côtes d’Espagne, de 

France, d’Italie, de Tunisie du Nord, d’Algérie et du Maroc. Les résultats ont indiqué des 

niveaux de contamination compris entre 22 et 106 μg·kg-1 (poids sec). Ces données sont en 

accord avec celles de Luna-Acosta et al. (2015) qui ont transplanté des huitres Magallana 

gigas durant 3 mois dans la baie de Marennes Oléron et dans l’estuaire de la Gironde, en 

France, et qui ont relevé des concentrations en HAP (n = 31 composés) comprises entre 80 

± 32 et 236 ± 43 μg·kg-1 (poids sec). Chez M. edulis, Rank (2009) rapporte des 

concentrations de 636 ng·g-1 (poids frais ; n = 19 composés) dans un port du Danemark 

considéré comme contaminé contre 32 ng·g-1 (poids frais ; n = 19 composés) dans un site 

de « référence ». En mer de Barents, Nahrgang et al. (2013) ont recensé des valeurs 

maximales de 22 ng·g-1 (poids frais ; n = 16 composés) chez M. edulis et comprises entre 

5,7 et 17 ng·g-1 (poids frais ; n = 16 composés) chez Chlamys islandica. Enfin, de nombreux 

autres exemples sont proposés dans le tableau ci-dessous (Tab. 2.1). 
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Tableau 2.1. Exemples de concentrations en HAP mesurées chez des bivalves et invertébrés marins collectés 

en milieu naturel (Douben, 2003).  

 

 

 

Les valeurs sont données sous la forme de gamme de concentrations ou de concentrations moyennes, certaines 

avec des écarts-types entre parenthèses. Sites/PAHs représente le nombre de sites échantillonnés et le nombre 

de HAP analysés. nd, non détecté ; ns, non précisé ; d-w, indique poids sec (d, « dry ») ou poids frais (w, 

« wet ») ; ∗15e-85e percentile ; #, valeurs moyennes annuelles ; ¥, moyenne pour la plupart des stations = 3-5 

ppm. « Type » désigne le type d'échantillonnage ; ws, généralisé ; my, pluriannuel ; seep, zones de suintement 

naturel de pétrole. Les types d'alimentation sont : DF, dépositivore ; FF, filtreur ; Omn, omnivore ; herb, 

herbivore ; Pred, prédateur. Toutes les études ont analysé les tissus mous d'organismes entiers, sauf la référence 

n°16 (hépatopancréas). Les études comprennent des échantillons provenant de zones peu à très contaminées. 

1, Knutzen and Sortland (1982) ; 2, Baumard et al. (1998) ; 3, O’Connor (2002) ; 4, NOAA (1998) ; 5, 

Cocchieri et al. (1990) ; 6, Porte et Albaiges (1993) ; 7, Broman et al. (1990) ; 8, Rainio et al. (1986) ; 9, Wade 

et al. (1989) ; 10, Iosifidou et al. (1982) ; 11, Fisher et al. (2000) ; 12, Claisse (1989) ; 13, Stronkhorst (1992) 

; 14, Mackie et al. (1980) ; 15, Krishnakumar et al. (1994) ; 16, Miles and Roster (1999) ; 17, Stronkhorst et 

al. (1994) ; 18, Uthe and Musial (1986).  
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2.4 Réponse comportementale de mollusques bivalves en 

présence de pétrole brut  

 

La littérature est globalement peu documentée sur l’étude du comportement de mollusques 

bivalves face à un pétrole brut. De plus, parmi cette littérature, certaines études ne se sont 

focalisées que sur la faisabilité de détection de pétrole brut par les mollusques bivalves sans 

s’attacher à décrire les caractéristiques de leur réponse comportementale. C’est le cas de 

Kramer et al. (1989) qui ont mis en évidence la faisabilité pratique de détection de pétrole 

brut à une concentration < 6000 µg·L-1 avec la moule marine Mytilus edulis en conditions 

de laboratoire et, plus récemment, de Dragsund et al. (2013) pour des concentrations de 

pétrole brut ≥ 180 µg·L-1 dans un contexte de détection de fuite en milieu naturel. Quelques 

études ont cependant analysé l’activité valvaire de mollusques bivalves durant une 

contamination par un pétrole brut et ont caractérisé la réponse au travers de différents 

paramètres comportementaux. Parmi elles, Redmond et al. (2017) ont décrit le 

comportement de la moule marine Mytilus edulis face à un pétrole brut léger de Mer du 

Nord, en conditions contrôlées de laboratoire durant 4 jours, à 3 concentrations nominales 

différentes : 15 µg·L-1, 60 µg·L-1 et 250 µg·L-1 avec une température de l’eau de 13 °C (n = 

6 moules par condition). Les paramètres comportementaux étudiés sont la distance 

parcourue par les valves, l’amplitude d’ouverture et le temps passé par les valves à différents 

degrés d’ouverture. Les résultats montrent une réduction statistiquement significative de 

l’amplitude d’ouverture des moules aux deux concentrations d’exposition les plus élevées 

(60 µg·L-1 et 250 µg·L-1). Bénégui et al. (in prep) ont étudié le comportement de la palourde 

d’eau douce, Corbicula fluminea, face à différentes concentrations nominales de pétrole 

brut de Mer du Nord (0 , 10, 100, 500 et 2000 µg·L-1) durant 10 jours en conditions semi-

naturelles avec une température de l’eau comprise entre 11 et 14 °C. Les auteurs ont mis en 

évidence une diminution de l’amplitude d’ouverture ainsi qu’une augmentation des durées 

de fermeture des corbicules qui était fonction des concentrations d’exposition, et ce, dès 10 

µg·L-1. D’autres études ont été réalisées en conditions de laboratoire chez des mollusques 

bivalves avec des concentrations beaucoup plus élevées. Swedmark et al. (1973) ont écrit 

qu’une contamination de 1000 mg·L-1 avec du pétrole brut de l’Oman (96 h ; 10 ± 2 °C) 

n’altérait pas la capacité de fermeture des valves du pétoncle Pecten opercularis et de la 

moule Mytilus edulis. Stainken et al. (1979) avaient par contre rapporté une dépression de 
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la contraction musculaire avec une augmentation de la sécrétion de mucus chez le bivalve 

marin Mya arenaria exposé durant 96 h à différentes concentrations de pétrole brut de 

Louisiane (50 à 800 mg·L-1 ; 4° et 14 °C). De plus, Hartwick et al. (1982) ont réalisé des 

contaminations de la palourde marine, Protothaca staminea, pendant 5 h / jour durant 5 

jours avec 100 et 1000 mg·L-1 de pétrole brut d’Alberta et ont rapporté deux panels de 

réponses comportementales distinctes. A 100 mg·L-1, les valves des palourdes étaient 

étroitement fermées et, lorsqu’elles s’ouvraient, la réaction de rétractation des siphons était 

normale. A 1000 mg·L-1, la réaction de rétractation des siphons était lente et une large 

béance de la coquille était observée lors de l’exposition à l’air. Cette large béance pouvait 

être suivie d’une fermeture des valves avec, parfois, le pincement des siphons à l’extérieur 

de la coquille.  

 

 

2.5 Perturbations physiologiques et cellulaires sous-jacentes  

 

Selon Seyle (1950), le stress se définit comme « la réponse non spécifique de l’organisme à 

toute demande qui lui est faite ». L’universalité des réponses biologiques du monde vivant 

est un point central de la biologie moderne et de la médecine. C’est aussi le prérequis de 

base du syndrome d’adaptation général au stress (« General Adaptation Syndrome », GAS) 

qui décrit les réactions fondamentales déclenchées chez tous les organismes face à un agent 

stressant, quelle qu’en soit sa nature (Chrousos, 1998 ; Seyle, 1946, 1950). La première 

phase du GAS est la phase dite d’alarme. Cette phase caractérise la réaction immédiate de 

l’organisme face à l’exposition soudaine à un stimulus auquel il n’est pas adapté. Elle est 

initiée par le système nerveux central qui induit la libération d’hormones et provoque un 

apport énergétique important vers les muscles en vue d’une préparation à l’effort, au combat 

ou à l’évitement. La seconde phase est la phase de résistance. Elle intervient lorsque 

l’organisme est exposé de façon continue et « s’adapte », se défend. La résistance à l’agent 

stressant spécifique est accrue au « détriment » de la résistance à d’autres agents. Enfin, la 

dernière phase est la phase d’épuisement qui apparait lorsque l’exposition à l’agent stressant 

est prolongée et que les processus d’adaptation ne sont plus en mesure d’être maintenus par 

l’organisme. C’est lors de cette dernière phase que les processus tels que l’alimentation, la 

croissance, la reproduction et la survie sont altérés.  

 



 

38 

 

Tenter d’estimer et d’évaluer les conséquences des agents stressant sur les écosystèmes et 

les organismes sont des défis majeurs. Et ce sont des défis d’autant plus importants dans la 

phase d’agression des écosystèmes que nous connaissons depuis de nombreuses années. 

Dans ce contexte, les marqueurs bioénergétiques peuvent aider, d’une part, en 

« synthétisant » les effets de multiples perturbations subis par les organismes et, d’autre 

part, en permettant la distinction entre un stress modéré compatible avec la survie à long 

terme et un stress plus extrême non tenable par les individus et les populations. Avec des 

niveaux croissants de stress environnementaux, ces marqueurs reflètent le déclin progressif 

des organismes, c’est-à-dire le déclin de l’énergie et des capacités métaboliques restantes 

(ASc, « aerobic scope ») après que les coûts de maintenance de base de l’organisme sont 

satisfaits. Au cours de l'exposition à un stress modéré, l’ASc est positif mais réduit. Cette 

réduction peut être due (i) aux coûts élevés du métabolisme basal, (ii) à l'activation des 

mécanismes de protection et de réparation des dommages induits, (iii) à la réduction de 

l'assimilation des nutriments, et/ou (iv) aux impacts induits par le stress sur les voies 

produisant l'ATP. Lorsque l’ASc tend à disparaitre, c’est-à-dire lorsque toutes les ressources 

énergétiques et métaboliques disponibles sont utilisées pour soutenir la maintenance de 

base, une dépression du taux métabolique s’installe. In fine, les processus de croissance ou 

de reproduction des individus voire de survie des populations sont altérés (Halsey et al., 

2018 ; Sokolova, 2013). De plus, la réduction de l’ASc, qui peut être considérée comme une 

perte de souplesse énergétique des animaux, est en mesure d’entrainer la diminution de leur 

capacité à s’adapter à d’autres variations naturelles ou perturbations de leur environnement 

(Davoodi et Claireaux 2007). Chez diverses espèces, y compris chez les poissons et les 

invertébrés, l’exposition aux hydrocarbures pétroliers est en mesure de provoquer ce type 

de perturbation (Khursigara et al., 2019 ; Whitehead, 2013). 

 

Au niveau subcellulaire, Anderson et al. (2015) ont proposé un modèle consensus des 

réponses mises en place lors de l’exposition à différents stress environnementaux, dont 

l’exposition à des hydrocarbures pétroliers. Cette étude, qui propose une méta-analyse de la 

littérature chez l’huitre, montre l’existence d'un certain nombre de systèmes clés 

constamment impliqués dans les réponses face à une large gamme de stress 

environnementaux. Les données appuient un modèle consensus qui décrit une réponse 

générique au stress intracellulaire chez les huitres (Fig. 2.5). Ce modèle souligne 

l'importance de la chaîne mitochondriale de transfert des électrons et de la synthèse d’ATP 
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associée, des enzymes antioxydantes, des protéines chaperonnes et des protéines du 

cytosquelette.  

 

 

 

Figure 2.5. Modèle consensus des réponses intracellulaires au stress régulées de façon différentielle chez 

l’huitre. Dans ce modèle, les réponses intracellulaires adaptatives font intervenir la production d'énergie (ATP) 

par la chaîne mitochondriale de transfert des électrons, la production anormale d’espèces réactives de 

l'oxygène, le système antioxydant, le cytosquelette, les membranes mitochondriales, le mécanisme 

apoptotique (mort cellulaire programmée ; Anderson et al., 2015).   

 

 

Bien que le pétrole soit un mélange complexe de milliers de composés, les hydrocarbures 

aromatiques polycycliques (HAP) sont les constituants qui entraînent la toxicité chez la 

plupart des organismes (Carls et al., 2008 ; Incardona et al., 2006). Les HAP sont subdivisés 

en différentes sous-classes en fonction du nombre de cycles qu’ils contiennent. Leurs 

propriétés et la toxicité qu’ils sont en mesure de provoquer sont grandement liées à ce 

nombre de cycles.  

 

En général, les produits pétroliers sont enrichis avec des HAP de faible poids moléculaire 

contenant deux ou trois cycles. Il est estimé que les HAP contenant de 2 à 4 cycles 

benzéniques sans groupement fonctionnel n'ont pas de toxicité spécifique et agissent en 

perturbant la fluidité des membranes via un mécanisme narcotique (Di Toro et al., 2000). 

La narcose se définit comme une perturbation non spécifique et réversible du 

fonctionnement des membranes biologiques (i.e. bicouches lipidiques), du fait de 

l'accumulation de contaminants au sein de ces phases hydrophobes. La perturbation des 

membranes entraîne une diminution de l'activité des organismes et de leur capacité à réagir 
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aux stimuli (van Wezel et Opperhuizen, 1995). Elle s’apparente à une anesthésie. Ni 

interaction chimique ou récepteur spécifique n’est donc en cause dans la narcose. Si une 

substance chimique est suffisamment bioaccumulée, elle peut en être à l’origine, à moins 

que la toxicité narcotique ne soit masquée par d'autres effets toxiques spécifiques de la 

substance en question (Könemann, 1981 ; Veith et al., 1983). Par conséquent, il est 

considéré que la narcose correspond au niveau minimal de toxicité qui peut être exercé par 

toute substance. À ce titre, la narcose peut également être appelée « toxicité de base » 

(Escher et al., 2002). Concernant les HAP, les résultats sont fondés sur la relation linéaire 

établie entre les concentrations létales de HAP pour 50 % des organismes (CL50) et 

l’hydrophobicité exprimée sous la forme du logarithme du coefficient de partage octanol 

eau, Kow (Di Toro et al., 2000). C’est une démarche similaire aux études classiques 

établissant un lien entre pouvoir anesthésique et hydrophobicité. Les modèles décrivant 

cette relation supposent que les composés soient absorbés de façon passive par les 

organismes (McCarty et al., 1993). Les composés avec un log Kow supérieur ou égal à 5,6 

(French-McCay, 2002) ne présenteraient pas de toxicité de type narcotique du fait d'une 

biodisponibilité insuffisante. De façon cohérente, Sverdrup et al. (2002) indiquent que seuls 

les HAP avec un log Kow inférieur ou égal à 5,2 suivraient un mode de toxicité narcotique. 

Ils ajoutent que la toxicité est additive dans le cas du mélange des composés.  

 

Les HAP de poids moléculaire plus élevé comprennent de nombreux composés qui sont des 

agonistes du récepteur nucléaire Ah (AhR, « Aryl Hydrocarbon Receptor »). AhR agit en 

tant que facteur de transcription et intervient dans la régulation de nombreux gènes dont 

ceux des enzymes métabolisant les xénobiotiques, comme les formes 1A et 1B du 

cytochrome P450 (Hahn, 1998). La métabolisation ou biotransformation des HAP permet 

de générer des métabolites moins hydrophobes qui peuvent être plus facilement excrétés par 

l’organisme via la bile ou l’urine. La phase I comprend des enzymes de la famille du 

cytochrome P450 qui, par des processus d'oxydation, de réduction et d'hydrolyse, vont agir 

sur les hydrocarbures hydrophobes en les rendant plus solubles dans l'eau. Chez les 

mollusques bivalves, une surexpression des formes 3 et 4 a été signalée par plusieurs études 

suite à une exposition à des HAP ou à un pétrole brut (Ertl et al., 2016 ; Miao et al., 2011 ; 

Piazza et al., 2016 ; López-Landavery et al., 2019). Dans la phase II, aussi appelée phase de 

conjugaison, des enzymes telles que la glutathion S-transférase ou des sulfotransférases lient 

les métabolites de la phase I à des substrats polaires endogènes, augmentant ainsi leur 
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solubilité et facilitant leur excrétion (Bustamante et al., 2012 ; Lacroix et al., 2014). Enfin 

une phase III, qui correspond à l’excrétion des composés conjugués hors de la cellule par 

des transporteurs spécifiques, peut être identifiée (Van der Oost et al., 2003). De façon 

paradoxale, ces processus de biotransformation peuvent également être à l’origine 

d’intermédiaires réactionnels pouvant être plus dangereux sur le plan biologique que les 

composés parents. C’est ce processus que l’on appelle la bioactivation (Schlenk et al., 2008). 

Les métabolites électrophiles issus de la phase I de la biotransformation sont en mesure 

d’induire un stress oxydant et de provoquer des adduits à l’ADN (Santana et al., 2018). In 

fine, les dommages génotoxiques provoqués peuvent entrainer les cellules vers l’apoptose, 

c’est-à-dire la mort cellulaire programmée, ou les conduire vers les processus de 

cancérogenèse (Colvin et al., 2020).  

 

En ce qui concerne le recensement des effets du pétrole brut et/ou des HAP sur les fonctions 

physiologiques des organismes vivants, Pasparakis et al. (2019) ont synthétisé les résultats 

de nombreuses études récentes réalisées à la suite de l’explosion de la plateforme 

BP/Deepwater Horizon. Ils concluent que le pétrole brut en altère de nombreuses, est 

multicible et multiorgane avec des différences de sensibilité marquées entre espèces. Sur les 

15 espèces dont les réponses ont été caractérisées, 20 % présentent des effets à des 

concentrations (ΣHAP50) inférieures à 1 μg·L-1 dans l’eau tandis que 50 % présentent des 

effets à des concentrations (ΣHAP50) inférieures à 8,6 μg·L-1 dans l’eau. La Figure 2.6 met 

en évidence les différentes fonctions atteintes par le pétrole brut et référencées par cette 

méta-analyse de la littérature. 
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Figure 2.6. Effets signalés pour différentes espèces de poissons en fonction de concentrations d’exposition en 

HAP (Pasparakis et al., 2019). Chaque point représente la plus faible concentration ayant causé un impact 

significatif dans une catégorie d’effet et dans une étude spécifique. Une publication peut être incluse dans plus 

d'une catégorie. Les études portant sur plusieurs espèces peuvent être comptées plusieurs fois dans différentes 

catégories. 

 

 

Les mécanismes à l’origine des modifications comportementales en présence de pétrole sont 

globalement mal compris chez les organismes aquatiques. Certaines modifications seraient 

une conséquence secondaire de la cardiotoxicité alors que d’autres impliqueraient la 

présence sous-jacente de mécanismes neurotoxiques. Ces mécanismes ne sont encore que 

relativement peu étudiés (Hauser-Davis et al., 2019). Par exemple, l’exposition des premiers 

stades de vie de poissons entraine des anomalies importantes du tissu neural, des 

modifications de l’expression de différents gènes indiquant une quantité réduite de ce tissu, 

sa dégénérescence ou encore de perturbations de voies impliquées dans la plasticité 

synaptique (Xu et al., 2016, 2017). En ce qui concerne les organismes matures, Gesto et al. 

(2006, 2008) ont mis en évidence la capacité de certains HAP à perturber la voie des 

neurotransmetteurs acétylcholine, dopamine et sérotonine. Plus récemment Hauser-Davis et 

al. (2019) ont mis en évidence l’inhibition de l’activité enzymatique de 

l’acétylcholinestérase issue du cerveau d’une espèce de mulet exposée à des HAP.  
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2.6 Les effets multistress  

 

Dans l’environnement, les organismes ne sont bien évidemment pas soumis à un unique 

facteur de stress : on parle de contexte de stress multiples ou multistress. Les conséquences 

des nombreuses combinaisons possibles de facteurs de stress peuvent être complexes et 

variées. On parle par exemple d’effets additifs lorsqu’ils s’additionnent, d’effets 

synergiques lorsqu’ils se multiplient ou encore d’effets antagonistes lorsqu’ils s’atténuent 

(Crain et al., 2008 ; Piggott et al., 2015). Jackson et al. (2016), dans une méta-analyse de la 

littérature existante en eau douce, ont montré que les effets les plus souvent répertoriés 

étaient les effets antagonistes. Néanmoins, l’analyse plus large de la littérature en eau douce, 

en eau de mer et dans les eaux souterraines réalisée par Nõges et al. (2016) rapporte que 

relativement peu d’études montrent des preuves quantitatives des effets multistress malgré 

l’existence de larges connaissances conceptuelles. Selon les auteurs, les effets des stress 

multiples ne sont pas correctement évalués pour plusieurs raisons : (i) les descripteurs des 

facteurs de stress ne sont pas encore totalement harmonisés ce qui entrave les analyses à 

grande échelle, (ii) l’information biologique collectée n’est pas forcément appropriée 

(insensible) pour analyser les effets de stress combinés, et (iii) les données collectées n'ont 

pas une résolution spatiale ou temporelle suffisante pour détecter les effets des facteurs de 

stress.  

 

A notre connaissance, il n’existe pas d’étude concernant l’effet du pétrole brut en conditions 

multistress sur le comportement de mollusques bivalves. Des modèles conceptuels sont 

cependant proposés dans la littérature en ce qui concerne les conséquences de l’exposition 

des organismes aquatiques au pétrole brut en présence d’autres facteurs de stress (Fig. 2.7 ; 

Khursigara et al., 2019 ; Whitehead, 2013).   

 

 

 

 

 

 

 

 



 

44 

 

 

Figure 2.7. Modèles des interactions entre les hydrocarbures pétroliers et d’autres facteurs de stress. (A)  Les 

facteurs de stress (rangée du haut) sont reliés par des flèches noires aux fonctions physiologiques altérées par 

les interactions avec les hydrocarbures pétroliers. Les hydrocarbures pétroliers sont reliés aux effets 

physiologiques par les flèches noires restantes. Les mécanismes qui sous-tendent les interactions entre les 

hydrocarbures pétroliers et les autres facteurs de stress sont énumérés et superposés au-dessus des flèches 

noires. Les flèches grises indiquent les répercussions aval (Whitehead, 2013). (B) Effets du pétrole sur la 

tolérance aux autres perturbateurs. La goutte noire représente le pétrole tandis que les cases grises indiquent 

les autres facteurs de stress. Les cases et les lignes en pointillée représentent les voies et effets nécessitant des 

investigations supplémentaires. 3 Ring, 4 Ring – Sous-classes de HAP avec leur nombre de cycles 

benzéniques, AhR - Aryl hydrocarbon Receptor, HPI - hypothalamus-pituitary-interrenal, CTmax – critical 

thermal maximum, Pcrit – critical oxygen pression, TLOE – time to loss of equilibrium (Khursigara et al., 

2019). 

 

 

Dans le cadre de nos travaux, nous considérons qu’il est nécessaire d’attacher une 

importance particulière non seulement à la nature mais aussi à l’intensité des différents 

facteurs de stress appliqués en présence de pétrole brut. Les situations multistress peuvent 

être résumées par la Figure 2.8 ci-dessous où chaque stress a été représenté par une flèche. 

Sur chaque flèche, le point symbolise la force du stress (la concentration par exemple). La 

situation finale sera la résultante de l’ensemble des forces représentées par chacun des points 

sur chacune des flèches. Nous avons choisi de travailler à différentes pressions ou 

concentrations de pétrole brut et d’autres facteurs de stress. L’ensemble des facteurs de 

stress et leurs concentrations ou pressions ont été choisis pour être écologiquement réalistes. 

Dire ou voir qu’un facteur de stress seul n’a pas d’impact sur l’activité valvaire d’un bivalve 

ne veut pas dire qu’il n’a pas d’effet ou qu’il est « inefficace ». Par contre, cela veut dire 

qu’à la concentration choisie et dans les conditions étudiées (i), ce facteur de stress n’a pas 
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eu de conséquences sur l’activité des valves des bivalves et (ii), qu’il n’a probablement pas 

masqué la réponse comportementale au pétrole brut lorsqu’elle existe. Si les concentrations 

ou pressions avaient été différentes, on peut bien sûr imaginer que la réponse 

comportementale globale aurait pu être différente ou pour le moins modulée. Cette relation 

à la concentration pourrait paraitre triviale tellement elle est évidente mais on ne la voit pas 

souvent évoquée dans la littérature sur la problématique multistress. 

 

 

 

 

Figure 2.8. Combinaison de deux facteurs de stress avec des intensités différentes. Chaque situation est unique. 

Les flèches représentent les facteurs de stress. Chaque point représente l’intensité du facteur de stress 

correspondant.   
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3.1 Les mollusques bivalves 

 

Les mollusques bivalves sont considérés depuis plusieurs décennies comme des espèces 

d’intérêt pour la surveillance des milieux aquatiques (Goldberg, 1978). Ils sont reconnus 

comme écologiquement pertinents du fait de leur sédentarité, de leur abondance, de leur 

large répartition à l’échelle du globe et des masses d’eau, de leur disponibilité toute l’année, 

ou encore du fait de leur autonomie alimentaire puisque ce sont des animaux filtreurs. Ils 

sont également pertinents à étudier pour l’homme et ses activités, puisqu’ils représentent 

une ressource économique importante, via leur pêche ou leur élevage pour la consommation 

alimentaire, pour la perliculture et la nacriculture, ou simplement pour leur coquille utilisée 

à des fins d’ornementation par de nombreuses populations à travers le monde.  

 

Les mollusques bivalves sont des organismes filtreurs qui ventilent l’eau au travers de leur 

cavité branchiale pour se nourrir d’une part, et pour assurer les échanges d’oxygène et de 

gaz carbonique entre l’eau et leur milieu intérieur d’autre part. L’activité ventilatoire est une 

étape limitante primaire qui va contrôler leur alimentation et leur respiration autant que leur 

éventuelle contamination (Massabuau et al., 1991 ; Tran et al., 2000, 2003). Rappelons que 

chez l’animal à respiration aquatique en condition de repos, la cavité branchiale doit être 

considérée comme une antichambre dans laquelle un faible renouvellement d'eau est généré. 

En conséquence, le tissu branchial et le sang ou hémolymphe qu’il contient sont confrontés 

à de plus faibles niveaux d'oxygénation que ceux de l’eau du milieu environnant 

(Massabuau et Abele, 2012). Ce mécanisme est le mécanisme de base qui permet aux 

organismes de maintenir le faible niveau d’oxygénation de l’ensemble de leurs tissus, 

indépendamment de l’augmentation des concentrations environnementales en oxygène 

(Massabuau, 2001). L’analyse de l’activité valvaire des mollusques bivalves permet 

d’accéder, dans une certaine mesure, à leur activité ventilatoire sans les perturber. Dès lors 

que les valves sont fermées, on doit considérer que l’activité ventilatoire est nulle, mais, a 

contrario, des valves ouvertes ne signifient pas obligatoirement une ventilation active. 

Accéder à cette activité valvaire est « relativement simple » et a été réalisé par de très 

nombreux expérimentateurs depuis le travail pionnier de Marceau (1909). Par contre, le 

faire pour de longues périodes, sans perturber le fonctionnement de base des organismes, 

dans leur milieu naturel ou en conditions de laboratoire, est plus complexe. Il s’agit de coller 

des électrodes sur leur exosquelette composé de deux valves dures. Avec le développement 
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de la Valvométrie HFNI, enregistrer l’activité valvaire en continu des mollusques bivalves 

c’est accéder à l’essentiel de leur comportement ainsi qu’à différents traits de vie tels que la 

croissance, la ponte, les rythmes biologiques ou encore la mort. Ainsi, il est possible de lire, 

dater et quantifier des modifications de l’activité valvaire puis de les corréler avec des 

changements de l’environnement, qu’ils soient liés à ses variations naturelles ou à des 

perturbations anthropiques (Andrade et al., 2016). Cela est d’autant plus pertinent que les 

mollusques bivalves sont des organismes qui s’avèrent capables de réagir à divers stress 

chimiques et sonores ou à différentes variables liées aux bouleversements climatiques 

actuels par exemple (Charifi et al., 2017, 2018 ; Garcia-March et al., 2016 ; Guo et Feng, 

2018 ; Hartmann et al., 2016 ; Miller et Dowd, 2017).  

 

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés à deux espèces de mollusques bivalves, 

vivant dans des milieux contrastés. En eau douce, nous avons travaillé avec un bivalve 

fouisseur, la palourde asiatique Corbicula fluminea. En eau mer, nous avons travaillé avec 

l’huitre creuse du Pacifique Magallana gigas, de son « ancienne » appellation Crassostrea 

gigas, toujours valide et pouvant être préférée (Salvi et al., 2014 ; Salvi et Mariottini, 2017 ; 

Bayne et al., 2019).  

 

 

3.2 Démarche expérimentale et dispositifs utilisés 

 

Au cours de ces travaux de thèse, des expérimentations ont été réalisées en conditions semi-

naturelles et en conditions contrôlées de laboratoire. Les différentes procédures et 

conceptions expérimentales sont décrites ci-dessous.  

 

Le même pétrole brut a été utilisé pour l’ensemble des expérimentations. Il s’agit d’un 

pétrole brut léger issu de Mer du Nord dont la couleur orangée était translucide. Sa densité 

était de 0,77 (à 15 °C) et sa viscosité dynamique était de 1,016 mPa∙s (à 15 °C). La fraction 

résiduelle (28,2 % du pétrole brut) était composée de 84 % d’hydrocarbures saturés, de 15,5 

% d'hydrocarbures aromatiques et de 0,5 % de composés polaires. En ce qui concerne la 

génération de la pollution sonore, un même passage de cargo préalablement enregistré dans 
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le port de Santander (Espagne) a été utilisé pour l’ensemble des expérimentations réalisées 

en conditions semi-naturelles et en conditions de laboratoire.  

 

3.2.1 Expérimentation en conditions semi-naturelles 

 

Seuls quelques compléments et différents points clés ont été présentés dans cette partie. Les 

détails sont donnés dans les articles des § 5.2 et § 6.2. 

 

Toute l’expérimentation en eau douce a été réalisée aux Rivières Pilotes de TOTAL à Lacq. 

Les corbicules C. fluminea ont été prélevés dans l’étang de Parentis - Biscarrosse (Landes, 

France), transportés à sec et au frais, puis conservées à la Station Marine d’Arcachon 

(Gironde, France) durant 10 jours dans des bacs (600 L) alimentés en eau douce en circuit 

ouvert. Un lot de 128 individus a été équipé d’électrodes HFNI pour l’étude de leur 

comportement. Durant cette période de stabulation, les corbicules étaient régulièrement 

nourris et étaient exposés à la photopériode naturelle. L’ensemble des corbicules a ensuite 

été transféré sur le site expérimental des Rivières Pilotes. Durant le transfert, les corbicules 

ont été maintenus hors d’eau, mais au frais et aucune mortalité n’a été détectée. 

 

Les Rivières Pilotes sont un site unique en France qui permet la réalisation 

d’expérimentations en conditions semi-naturelles. Une présentation générale est proposée 

sur la Fig. 3.1. Le site se caractérise par une série de 16 cours d’eau artificiels parallèles 

(longueur, 40 m ; largeur, 0.5 m ; profondeur, 0.5 m) alimentés en circuit ouvert par l’eau 

douce du Gave de Pau qui est acheminée par gravité du barrage d’Artix. Nous avons 

travaillé dans 8 d’entre eux au cours de notre expérimentation. Les rivières sont exposées 

aux variations naturelles, l’eau n’est ni filtrée, ni traitée et une pépinière installée en amont 

constitue une réserve d’organismes vivants, favorisant une colonisation naturelle des 

mésocosmes (Bassères et al., 2004 ; Fig. 3.1). Le suivi continu des paramètres physico-

chimiques (température de l’eau, concentration en oxygène dissous, pH, conductivité) est 

assuré par des sondes spécifiques positionnées à l’aval des cours d’eau (Bayona et al., 2014 ; 

Fig. 3.1). Pour les besoins spécifiques de notre expérimentation, une hauteur d’eau de 25 

cm dans chaque rivière a été définie et des zones de sable (longueur, 1 m ; hauteur, 0.1 m) 

ont été créées pour permettre le positionnement et/ou l’enfouissement naturel des 
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corbicules. La vitesse de l’eau dans chaque canal a été réglée à 3 cm·sec-1. Le temps de 

résidence dans chaque cours d’eau était environ 22 min.  

 

 

Figure 3.1. Présentation du site expérimental des Rivières Pilotes (TOTAL, Lacq, France). 1, Barrage ; 2, 

Débitmètre ; 3, Contrôle du débit ; 4, Pépinière d’organismes aquatiques ; 5, Ouvrage de distribution ; 6, 

Surverses amonts ; 7, Pompes d’injection ; 8, Ruisseaux artificiels ; 9, Sondes physico-chimiques ; 10, 

Surverses avals ; 11, Exutoires ; 12, Lit de roseaux ; 13, Traitement des eaux usées. D’après Cailleaud et al. 

(2019).  

 

 

Les corbicules ont été placés en deux zones de chaque cours d’eau artificiel utilisé. Entre 

19 et 20 m en aval de la zone d’injection (zone ‘A’ ; Fig. 3.2), 16 palourdes étaient équipées 

avec la Valvométrie HFNI et à une distance comprise entre 29 et 30 m (zone ‘B’ ; Fig. 3.2), 

une vingtaine de palourdes étaient réparties dans des cagettes pour les analyses tissulaires. 

L’espacement des deux zones permet de ne pas perturber le comportement des animaux 

équipés (zone ‘A’), dont le comportement est analysé en continu, pendant les prélèvements 

(zone ‘B’) réalisés à différents temps clés.  

 

Huit conditions expérimentales ont été réalisées sur ce site, un contrôle et sept tests. Les 

perturbateurs ont été étudiés en conditions simples et multiples. Simples ; pétrole brut seul, 

baryum seul, pulses de turbidité seuls, pollution sonore sous-marine seule. Multiples ; 

Pétrole brut et baryum, pétrole brut et pulses de turbidité, pétrole brut et pollution sonore 
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sous-marine. Le pétrole brut et le baryum ont été continuellement injectés en tête de canal 

grâce à des pompes à piston et la dispersion du pétrole dans l’eau était assurée par une 

pompe à cisaillement qui permet la formation de microgouttelettes. Les concentrations 

nominales sont de 400 µg·L-1 pour le pétrole brut et de 100 µg·L-1 pour le baryum. Les pulses 

de turbidité de 3 h par jour (environ 250 – 300 NTU) ont été réalisés avec un mélange argile 

eau et injectés avec des pompes péristaltiques. Le bruit était généré grâce à des haut-parleurs 

sous-marins qui émettaient 4 à 7 fois par jour le passage d’un cargo préalablement enregistré 

dans un port de commerce (Charifi et al., 2018 ; Fig. 3.2). Les conditions d’exposition ont 

toutes été caractérisées au cours de cette expérimentation.  

 

L’expérimentation s’est déroulée entre octobre 2016 et janvier 2017 et a été subdivisée en 

plusieurs périodes. La période 1 est une période d’acclimatation pour les corbicules. Elle a 

duré 16 jours. La période 2 est la période que nous avons utilisée pour établir le 

comportement de référence des corbicules. Elle a duré 10 jours. La période 3 est la période 

d’exposition. Cette période, d’une durée de 10 jours également, a débuté simultanément 

dans tous les cours d’eau. Enfin, la dernière période de 10 jours a été analysée comme une 

période de post-exposition.  
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Figure 3.2. Présentation détaillée d’un cours d’eau équipé pour l’expérimentation. A1, les flèches blanches 

montrent 5 des 8 cours d’eau artificiels utilisés pour l’expérimentation et l’astérisque (*) montre le point 

d’injection des différents perturbateurs (pétrole brut, baryum, turbidité). A2, deux astérisques (**) montre le 

filet anti-oiseaux qui permet également de suspendre correctement les câbles des électrodes. A3, 

positionnement des corbicules équipés d’électrodes dans le sédiment. B, Schéma de principe montrant 

l’organisation des cours d’eau. De gauche à droite, arrivée de l'eau ; (*) point d'injection du pétrole brut, du 

baryum ou de la turbidité ; 'A' et 'B', les deux zones de sable couvertes par des filets anti-oiseaux (**) pour, en 

'A', les corbicules équipés d’électrodes HFNI pour l’enregistrement du comportement et pour, en 'B', les 

corbicules destinés aux analyses tissulaires ; ls., les deux haut-parleurs sous-marins utilisés pour générer la 

pollution sonore sont positionnés en face à face et situés entre 0,1 et 2 m des corbicules au niveau des zones 

'A' et 'B' ; la flèche jaune représente le point de prélèvement pour les analyses d’eau.  
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3.2.2 Expérimentations en conditions de laboratoire 

 

Trois expérimentations de laboratoire ont été réalisées au cours de ces travaux. Toutes ont 

été réalisées à de la Station Marine d’Arcachon, en circuit ouvert d’eau de mer avec l’huitre 

comme modèle biologique.  

 

L’expérimentation de laboratoire n° 1 fait l’objet du Chapitre 4. Elle visait à mieux 

caractériser les effets de la pollution sonore seule chez les bivalves. L’expérimentation de 

laboratoire n° 2 visait à mieux comprendre les effets du pétrole brut, en conditions mono et 

multistress, à des concentrations relativement faibles. Elle fait l’objet des § 5.3 et 6.3. 

L’expérimentation de laboratoire n° 3 visait à mieux comprendre les effets du pétrole brut 

à une concentration très forte. Elle fait l’objet du Chapitre 7.  

 

De nombreux points concernant la démarche expérimentale et les dispositifs utilisés sont 

communs à l’ensemble de ces expérimentations. Ils sont présentés ci-dessous.  

 

Pour ces expérimentations en eau de mer, des huitres de l’espèce M. gigas ont été utilisées. 

Ces huitres nous ont été fournies par des ostréiculteurs locaux et ont été prélevées au niveau 

du Banc d’Arguin. Ce sont des huitres de calibre n° 4, dont le poids standardisé est compris 

entre 46 et 65 g. Avant chacune des expérimentations, les huitres ont été maintenues en 

stabulation durant 1 à 3 semaines dans des bacs de 600 L alimentés par un circuit ouvert 

d’eau de mer naturelle. En plus de la nourriture se trouvant naturellement dans l’eau, elles 

ont été régulièrement supplémentées durant cette période par des cultures d’algues et ont 

été exposées à la photopériode naturelle. Certaines d’entre elles ont par suite été prélevées 

et équipées d’électrodes pour permettre l’analyse de leur comportement. Afin de pallier la 

perturbation induite chez ces animaux par la pose des électrodes sur leur coquille et la 

manipulation, les huitres sont disposées dans les dispositifs expérimentaux pour une période 

de « récupération » et d’acclimatation au minimum 1 semaine avant le début des 

expérimentations.  

 

Les 3 expérimentations de laboratoire ont été réalisées dans la même salle expérimentale de 

la Station Marine d’Arcachon. Les fenêtres ont été obstruées afin de rendre la salle 

hermétique à la lumière extérieure. La température de l’air a été maintenue constante grâce 
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un système de climatisation et le renouvellement de l’air a été assuré par une ventilation 

mécanique contrôlée (VMC). De nombreuses précautions sont prises dans cette salle afin 

de ne pas perturber les comportements naturels des animaux (voix basse, pas de 

mouvements brusques, pas légers, salle non libre d’accès et « va et vient » limité). 

 

Les huitres sont placées dans des unités expérimentales (UE) en verre pour les expositions 

avec le pétrole brut et dans des UE en plastique pour les expositions avec le cadmium (étude 

préliminaire sur l’impact de la pollution sonore ; Chapitre 4). Ces UE ont toutes été 

disposées sur des tables antivibrations de fabrication « maison ». Ces systèmes 

antivibratoires se caractérisent par l’alternance de plusieurs « couches » construites avec des 

matériaux différents. L’idée est qu’à chaque transition de couche dans des matériaux de 

différentes densités, les vibrations venant du sol perdent de l’énergie. Le but final est 

d’arriver à éliminer les vibrations parasites liées à l’activité du laboratoire pour être proche 

des conditions de terrain (Massabuau et Forgue, 1996). La Fig. 3.3 illustre ce dispositif.  

 

 

 

Figure 3.3. Exemple de tables antivibrations déployées pour les expérimentations en conditions de laboratoire. 

1, Sable et bois ; 2, Table en métal ; 3, Bois ; 4, Isolant ; 5, Bois et balle de tennis ; 6, Chambre à air ; 7, 

Plaques de béton ; 8, Polystyrène ; 9, Unité expérimentale.  

 

 

Les UE étaient alimentées en continu en eau mer avec un débit contrôlé et régulièrement 

vérifié. Dans chaque UE, les entrées et sorties d’eau étaient toujours positionnées les plus 
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éloignées possible l’une de l’autre. Les UE étaient artificiellement éclairées par des néons 

spécifiques (un néon bleu et un néon lumière du jour) positionnés au-dessus. Toutes les UE 

recevaient une quantité équivalente de lumière. Les paramètres physicochimiques de l’eau 

(température, pH et salinité) ont été contrôlés. Les UE en verre translucide ont été entourées 

d’un film noir et les UE en plastique ont été choisies en plastique coloré, non translucide. 

Durant l’ensemble des expérimentations, les huitres ont été nourries chaque jour et à heure 

fixe avec une quantité précise d’algues déshydratées. Elles ont été exposées à une 

photopériode spécifique choisie en fonction des valeurs environnementales du moment où 

les expérimentations ont été réalisées. Au cours d’une même expérimentation, le même 

nombre d’huitres, équipées ou non, a toujours été disposé dans chacune des UE.  

 

Dans l’ensemble des expérimentations, des huitres ont été prélevées et disséquées à 

différents temps clés pour des analyses géniques, des analyses de protéomique ou de 

contamination. Le plus souvent, les huitres ont été prélevées à l’aide de pinces afin de ne 

pas perturber le comportement des autres individus présents dans l’UE. Des prélèvements 

d’eau ont également été réalisés chaque jour afin de vérifier les concentrations des différents 

contaminants a posteriori. Des mesures de bruit généré par les haut-parleurs sous-marins et 

d’hypoxie ont également été réalisées au cours des expérimentations.  

 

Au cours de l’expérimentation de laboratoire n° 1, qui fait l’objet du Chapitre 4, les huitres 

ont été exposées au Cd seul ou au Cd plus pollution sonore. Pour ce faire, des huitres 

équipées ou non d’électrodes ont été disposées dans 4 UE distincts (Fig. 3.4). Les huitres 

équipées d’électrodes étaient destinées à l’analyse du comportement. Les huitres non 

équipées d’électrodes étaient destinées aux analyses géniques ainsi qu’aux analyses de 

bioaccumulation du Cd. Les huitres de 2 des 4 UE, qui constituent 2 réplicas biologiques, 

ont été exposées uniquement au Cd tandis que les huitres des 2 autres UE ont été exposées 

au Cd et à la pollution sonore. L’apport de Cd dans les 4 UE a été réalisé de façon continue 

par une pompe péristaltique. Un ajout unique d’une solution de Cd a été réalisé au moment 

du lancement de la contamination afin d’atteindre immédiatement la concentration 

souhaitée dans les UE (≈ 14 µg·L-1). L’homogénéisation a été réalisée à l’aide de bulleurs 

d’aquariums placés dans des air-lifts couverts (Fig 3.4, A). Dans 2 des 4 UE, des haut-

parleurs sous-marins étaient présents. Ils étaient suspendus avec des absorbeurs de 

vibrations au-dessus des UE et à demi immergés (Fig 3.4, B). Ils ont émis (via une interface 
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informatique et un amplificateur) le bruit de 92 passages de cargo par jour avec une 

puissance maximale de 150 ± 5 ou 138 ± 5 dB re 1 μPa, aléatoirement répartis sur une 

playlist de 72 h. L’expérimentation a été scindée en 3 périodes. La première période est la 

période d’acclimatation des huitres, elle a duré 6 jours. Durant la seconde période, les huitres 

de 2 des 4 UE ont été exposées à la pollution sonore pendant 5 jours. Durant la troisième 

période les huitres des 4 UE ont été exposées au Cd durant 14 jours. 

 

 

 

Figure 3.4. A, Dispositif expérimental déployé lors de l’exposition des huitres au Cd et à la pollution sonore. 

B, Vue centrée sur un haut-parleur suspendu et à demi immergé dans une UE et son mode de suspension dans 

la colonne d’eau. 

 

 

Au cours de l’expérimentation de laboratoire n° 2, les huitres ont été exposées au pétrole 

brut seul à des concentrations nominales comprises entre 390 et 2800 µg·L-1, au pétrole brut 

plus pollution sonore (suivant la même configuration et le même protocole que lors de 

l’expérimentation n° 1 décrite précédemment) et au pétrole brut plus hypoxie (pression 

partielle d’oxygène, PO2 = 2-3 kPa ; pour rappel, PO2 dans une eau équilibrée à l’air = 21 

kPa). Le dispositif est présenté sur la Figure 3.5.  Huit EU ont été déployées pour réaliser 

les 4 conditions expérimentales en parallèle et en réplicas (deux UE par condition 
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expérimentale : contrôle, pétrole brut seul, pétrole brut + pollution sonore, pétrole brut + 

hypoxie ; Fig. 3.5 E). Chacune de ces UE contenait 16 huitres équipées d’électrodes (Fig. 

3.5 D). Leur comportement a été enregistré tout au long de l’expérimentation. À la fin de 

l’expérience, ces huitres ont été disséquées pour des analyses de protéomique et des dosages 

de HAP.  

 

 

 

Figure 3.5. A, B, C, Photos du dispositif expérimental déployé pour l’injection de pétrole brut ; oil, pétrole 

brut ; SW, eau de mer ; les flèches rouges en pointillé symbolisent le trajet du pétrole brut. D, Photo de la 

disposition des huitres dans une UE et arrangements des câbles des électrodes avec de petites pinces en bois. 

E, Vue générale du dispositif expérimental mis en place.  

 

 

Un ajout unique de pétrole brut (préalablement homogénéisé avec de l’eau de mer grâce à 

un agitateur magnétique) a été réalisé dans chacune des UE et dans la nourrice au moment 

du lancement de la contamination puis l’injection de pétrole a été réalisée en continu à l’aide 

d’un pousse seringue (Fig. 3.5, A). À partir du pousse seringue, le pétrole a été injecté dans 

la tête d’une pompe de brassage (1000 L·h-1). Le pétrole était ainsi directement brassé avec 
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l’eau de mer contenue dans la nourrice (Fig. 3.5, B, C). Le mélange eau de mer + pétrole 

était ensuite envoyé dans les différentes UE via des pompes péristaltiques. Tous les débits 

ont été mesurés et contrôlés une fois par jour : celui du pousse seringue, celui d’arrivée 

d’eau de mer dans la nourrice et ceux amenant le pétrole brut mélangé à l’eau de mer dans 

chacune des UE. Notons ici la présence d’une nourrice en parallèle, où l’eau de mer était 

également brassée en continu, mais sans ajout de pétrole, pour les UE contrôles. Dans 

chaque UE, une hélice de modélisme a fonctionné en continu (avec un moteur 6 V) et a 

permis leur homogénéisation permanente (Fig. 3.5, E). Durant toute l’expérimentation, les 

UE et nourrices ont été recouvertes avec un plastique fin et transparent pour limiter la 

brumisation. La pollution sonore a été réalisée avec la même installation que celle déployée 

lors de l’expérimentation de laboratoire n° 1 (Fig. 3.4, B et Fig. 3.5, E) et suivant le même 

protocole d’exposition (92 passages de cargo par jour aléatoirement répartis sur une playlist 

de 72 h répétée en boucle). L’hypoxie a été réalisée avec le mélange ternaire O2, N2 et CO2 

avec une pression partielle d’oxygène (PO2) de 2-3 kPa. Ce mélange a été envoyé dans les 

EU grâce à un bulleur d’aquarium. Il a été contrôlé grâce à un ensemble de régulateurs de 

débit massique et calibré avec un analyseur paramagnétique d’O2 (Servomex). 

L’expérimentation a été scindée en 3 périodes. La période d’acclimatation a duré 9 jours. 

Les huitres ont ensuite été exposées à la pollution sonore uniquement (dans 2 des 8 UE) ou 

à l’hypoxie uniquement (dans 2 autres des 8 UE) durant une période de 5 jours. Puis la 

contamination par le pétrole brut a été initiée et maintenue pendant 8 jours. Dans 2 des 8 

UE, les huitres ont donc été exposées au pétrole brut seul. Dans 2 autres UE, les huitres ont 

été exposées au pétrole brut et à la pollution sonore ou au pétrole brut et à l’hypoxie.  

 

Comme nous ne pouvions pas doser quotidiennement les concentrations réelles de pétrole 

brut, chaque jour les comportements des huitres ont été évalués sur la base des 

connaissances que nous avions chez les corbicules, et la concentration de pétrole brut 

injectée a été modifiée en conséquence. La contrainte n° 1 dans ce type d’expérimentation 

étant l’absence de stress parasite (i.e. l’interdiction de toucher les animaux ou encore 

l’obligation d’intervention a minima sur les UE), nous n’avons pas pré-équilibré les 

tuyauteries et les parois des UE pour saturer les sites d’adsorption. Nous avons donc choisi 

de « subir » et d’accepter un temps de saturation du système expérimental. L’alternative a 

alors été de réaliser discrètement des prélèvements d’eau dans chaque UE pour connaitre a 

posteriori la contamination effectivement réalisée.  
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L’expérimentation de laboratoire n° 3 a été réalisée dans les mêmes conditions 

expérimentales que l’expérimentation n° 2 décrite précédemment, la différence essentielle 

résidant dans les concentrations de pétrole brut injectées. Au cours de cette expérimentation, 

le pétrole brut a été injecté dans la nourrice, pour être brassé avec l’eau de mer, avec une 

pompe péristaltique à la place d’un pousse seringue. Au moment du lancement de la 

contamination par le pétrole, un ajout unique a été réalisé dans la nourrice uniquement. 

Après deux jours d’exposition à une concentration qui a pu atteindre jusqu’à une valeur 

nominale de ≈ 400 mg·L-1, les huitres encore vivantes (n = 2 à 4 huitres en fonction des UE 

sur 8) ont été prélevées et disséquées. 

 

 

3.3 L’analyse du comportement  

 

3.3.1 La Valvométrie HFNI 

 

L’utilisation d’outils adaptés, efficaces et fiables est fondamentale pour mesurer et contrôler 

l’impact environnemental des activités anthropiques, particulièrement dans des 

environnements extrêmes ou lointains, mais aussi au laboratoire (Massabuau et al., 2015). 

La Valvométrie HFNI (Haute Fréquence Non Invasive) avec ses nombreux développements 

est un outil novateur pour le biomonitoring des écosystèmes aquatiques. Elle permet une 

étude fine du comportement par la numérisation du signal et la mise en évidence de 

différents traits de vie qui incluent croissance, ponte, rythmes biologiques et mort en temps 

quasi réel (Andrade et al. 2016). Elle permet d’obtenir une forte sensibilité grâce à des 

contraintes expérimentales minimales ou absentes pour les bivalves et permet donc le 

respect de leur comportement naturel (Tran et al., 2003). Elle permet d’obtenir une haute 

fréquence d’échantillonnage de l’activité valvaire dans un groupe de 16 animaux (Sow et 

al., 2011), elle fonctionne en autonomie, ne requiert aucun besoin de maintenance régulier 

(pas de problème lié au fouling) et ne consomme que peu d’énergie (0.5-1 watt). N’étant 

soumise à aucune limite géographique, cette technologie est opérationnelle dans différents 

contextes naturels (marin, dulçaquicole, estuarien, lacustre) et industriels (Andrade et al., 
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2016 ; Blanc et al., 2017) partout où Internet est présent et/ou la téléphonie mobile 

fonctionne.  

 

Afin d’analyser l’activité valvaire des animaux, 2 électro-aimants de faible poids (poids nu, 

54 mg ; poids enrobé de résine protectrice, ≤ 1 g) sont positionnés en vis-à-vis sur la face 

externe des valves (Fig. 3.6). Les mesures de variation de voltage produites par le courant 

électromagnétique entre les deux électro-aimants sont régies par la loi de Maxwell : 

 

휀 =  −𝑁.
𝛿𝛷𝐵

𝛿𝑡
 

 

Avec ε la force électromagnétique (volts), N le nombre de tours de l’électro-aimant, ΦB le 

flux magnétique (webers) et t le temps. 

 

Les électro-aimants sont ensuite reliés par des câbles souples à une carte d’acquisition 

analogique de rang 1 placée dans un boitier étanche pouvant être immergé à côté des 

bivalves. Au cours de nos expérimentations, les boitiers n’ont pas été immergés. La 

fréquence d’acquisition des données (heure-min-sec, numéro du bivalve, voltage) dans le 

groupe de 16 bivalves est de 10 Hz, soit toutes les 1,6 sec par individu. Une carte de rang 2 

émergée, reliée à la carte de rang 1 par l’intermédiaire d’un câble ombilical, permet la 

gestion des connectivités ainsi que le transfert quotidien des données par le réseau de 

téléphonie mobile ou Internet. Les données sont réceptionnées chaque jour sur un 

processeur (Dell biprocesseur 8 cœurs) basé à la Station Marine d'Arcachon. Les données 

reçues (c’est-à-dire 2 592 000 valeurs par valvomètre et par groupe de 16 bivalves) sont 

ensuite traitées quotidiennement par différents algorithmes mathématiques décrits par Sow 

et al. (2011). Les résultats peuvent ensuite être publiés sur des pages professionnelles ou 

publiques du site Internet MolluSCAN eye (Fig. 3.7). Les principales analyses qui ont été 

utilisées dans ce travail sont présentées dans la partie suivante (§ 3.3.2).  

 

  

https://molluscan-eye.epoc.u-bordeaux.fr/
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Figure 3.6. Electrodes HFNI. (A) Représentation schématique du positionnement des électrodes HFNI (e) 

collées en vis-à-vis sur chacune des valves du bivalve, avec le positionnement schématique du muscle (m) et 

de la charnière (h). Photos d’une huitre équipée avec les électrodes HFNI (B) et de palourdes positionnées 

dans le sédiment (C) ou non (D). Les flèches blanches indiquent la position des électrodes. 

 

 

 

 

 

Figure 3.7. Illustration de la chaine d’acquisition de l’activité valvaire des mollusques bivalves sur le terrain. 

(A) Les bivalves sont équipés avec les électrodes HFNI, elles-mêmes reliées au boitier étanche contenant la 

carte électronique de rang 1 (tube gris). (B) Schéma de principe du terrain au laboratoire avec en (1) les 

bivalves équipés reliés au boitier étanche immergé, en (2), la connexion électrique au travers d’un câble 

ombilical jusqu’au boitier émergé contenant la carte électronique de rang 2 en (3), en (4) la transmission des 

données, en (5) la réception des données à la station Marine d’Arcachon, en (6) le traitement et la publication 

quotidienne des données, avec en parallèle plusieurs sauvegardes physiques externes sur 2 sites géographiques 

séparés.  
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3.3.2 Les principaux paramètres comportementaux étudiés  

 

L’amplitude d’écartement des valves. A chaque valeur d’écartement valvaire est associée 

une amplitude d’ouverture, exprimée en pourcentage. Les valeurs d’amplitude 0 et 100 % 

sont définies à partir des valeurs minimale et maximale d’écartement des valves relevées 

pour chaque individu sur les 6 jours glissants précédant la mesure. Elles sont considérées 

comme les valeurs ouvert – fermé de référence de l’animal. L’amplitude est ensuite 

déterminée à l’échelle du groupe étudié, en faisant la moyenne des valeurs individuelles : 

c’est le pourcentage d’amplitude d’ouverture horaire moyen du groupe (VOA). 

 

La durée de fermeture des valves. Le pourcentage de fermeture horaire est basé sur la 

mesure du temps que chaque animal passe fermé chaque heure (en fait à un pourcentage 

d’ouverture inférieur à 5 % de la capacité maximale d’ouverture mesurée sur les 6 jours 

glissants précédant la mesure). Si le bivalve est continuellement fermé pendant une heure, 

le pourcentage de la durée de fermeture horaire est de 100 %. Si, à l’inverse, il est ouvert 

pendant une heure, le pourcentage de la durée de fermeture horaire est de 0 %. Toutes les 

valeurs intermédiaires sont possibles. Le paramètre est ensuite déterminé à l’échelle du 

groupe étudié, en faisant la moyenne des valeurs individuelles : c’est le pourcentage de 

fermeture horaire moyen du groupe (VCD).  

 

L’agitation des valves. L’agitation des valves est mesurée par le calcul de la distance 

parcourue par les électrodes par unité de temps. La distance qu’elles parcourent est calculée 

(en valeur absolue et en mm) par la valeur de l’écartement valvaire à tn soustraite à la valeur 

précédente (tn-1). Une somme est réalisée chaque heure pour chaque animal. Ce paramètre 

est ensuite déterminé à l’échelle du groupe étudié, en faisant la moyenne des valeurs 

individuelles chaque heure : c’est l’agitation horaire moyenne du groupe (VA). Afin de 

pondérer ce paramètre, il peut être divisé par VOA, l’amplitude d’ouverture horaire 

moyenne du groupe et multiplié par 100 : c’est l’indice d’agitation des valves (VAI), qui 

donne une estimation relative de l’agitation des valves pendant les phases d’ouverture. 

 

Le temps de réaction des bivalves. La première réaction de fermeture des valves, le début 

d’une brève série d’ouvertures et de fermetures des valves suivie par leur fermeture continue 

ou encore le début d’une forte agitation peuvent être considérés comme la première réaction 
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comportementale face aux différents stimulus appliqués. Un pourcentage de réponse, basé 

sur l'utilisation de variables binaires, a pu être établi pour le groupe de bivalves, et ce, à 

différents temps d’intégration suivant l’initiation des expositions aux différents agents 

stressants (Tran et al., 2003).    

 

 

3.4 L’analyse des perturbations du milieu intérieur  

 

3.4.1 Les tissus ciblés  

 

Chez la palourde d’eau douce C. fluminea, nous nous sommes concentrés sur deux tissus 

- le pool muscles plus ganglions nerveux d’une part et les branchies d'autre part - pour leurs 

rôles d’intérêt dans l’établissement du comportement face à la contamination chimique (Fig. 

3.8). Le pool était composé des muscles adducteurs antérieurs et postérieurs (qui sont 

chacun un mélange de muscles striés et lisses), des muscles rétracteurs pédieux antérieurs 

et postérieurs, des ganglions cérébraux appariés, des ganglions viscéraux appariés et de leurs 

innervations vers les muscles (Britton et Morton 1982 ; Kraemer et Lott, 1977). Chez C. 

fluminea, les ganglions cérébraux et les ganglions viscéraux sont deux des trois principaux 

ganglions du système nerveux. Les ganglions cérébraux reposent à plat contre les muscles 

pédieux antérieurs tandis que les ganglions viscéraux se nichent dans les muscles pédieux 

postérieurs. Ils sont donc prélevés quand on prélève les muscles correspondants. Les 

ganglions viscéraux innervent les branchies par un nerf branchial, les muscles adducteurs et 

pédieux. Les ganglions cérébraux sont reliés au système digestif (œsophage, estomac, 

intestin, etc.) et aux ganglions pédieux. Les ganglions viscéraux et cérébraux sont également 

reliés entre eux. Chez les bivalves, les muscles adducteurs et le ligament élastique situé le 

long de la charnière sont les effecteurs mécaniques du mouvement des valves.  Lorsque ces 

muscles sont touchés, on s'attend à ce que l'activité des valves soit modifiée et vice versa. 

Le muscle rapide (ou muscle strié) est responsable des contractions rapides alors que le 

muscle lent (ou muscle lisse) est responsable de l'état de « catch », c'est-à-dire du maintien 

de la fermeture des valves pendant de longues périodes avec une demande d'énergie 

minimale (Sun et al., 2018). Les branchies ont été échantillonnées parce qu'elles sont, avec 

le siphon inhalant et le bord du manteau, sur la ligne de front durant toute contamination. 
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Le tissu branchial, particulièrement complexe, est composé de tissus où s’effectue la 

majorité des échanges respiratoires, de tissus d'échange ionique, de tissus immunitaires, de 

pompes ciliaires et musculaires pour les mouvements de l'eau et l'alimentation (Britton et 

Morton, 1982 ; Gainey et al., 2003 ; Medler et Silverman, 2001 ; Mommsen, 1984). Les 

branchies sont richement innervées par un nerf branchial provenant des ganglions viscéraux 

(Britton et Morton, 1982 ; Kraemer et Lott, 1977). 

 

 

 

Figure 3.8. Diagramme schématique représentant les tissus ciblés dans ce travail et différentes informations 

de base sur l'anatomie de C. fluminea. aam, muscle adducteur antérieur ; cg, ganglion cérébral ; cvc, connectif 

cérébro-viscéral ; es, siphon exhalant ; f, pied ; g, branchies ; is, siphon inhalant ; ma, manteau ; mo, bouche ; 

p, palpes labiaux ; pam, muscle adducteur postérieur ; vg, ganglion viscéral. Les flèches vertes représentent 

les nerfs efférents du ganglion viscéral vers les muscles adducteurs, vers les branchies et entre les ganglions 

viscéraux et cérébraux. Les flèches bleues représentent les mouvements d’eau et les flèches noires les 

mouvements du mucus branchial à la surface des branchies. 

 

 

Chez l’huitre M. gigas, nous nous sommes concentrés sur quatre tissus cibles : le muscle 

lisse, le muscle strié et le ganglion nerveux viscéral qui ont pu être facilement isolés les uns 

des autres lors des dissections ainsi que les branchies.  Ces tissus ont été choisis pour leurs 

rôles d’intérêt dans l’établissement du comportement et face à la contamination chimique 

sur les mêmes bases que pour C. fluminea. Chez M. gigas, il est possible de dissocier 

spécifiquement la fraction nerveuse (i.e. le ganglion viscéral) du pool musculaire lors des 

dissections. Chez l’huitre M. gigas, le système nerveux apparait relativement simple car il 

présente un phénomène de fusion. Il est composé uniquement de deux paires de ganglions 

nerveux communiquant et d’un large réseau de nerfs (Galtsoff, 1964 ; Fig. 3.9). Le ganglion 

viscéral, la plus grande unité du système nerveux de l’huitre, est une structure en forme de 
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cacahuète enchâssée sur le versant antéroventral du muscle adducteur au sein de la 

dépression formée par la jonction du muscle lisse et du muscle strié. Les parties droites et 

gauches du ganglion viscéral sont fusionnées en un seul organe dont plusieurs paires de 

nerfs émergent des deux sections latérales. Ces nerfs innervent le manteau, les branchies, 

les muscles adducteurs, les reins, le péricarde, le système digestif jusqu’au rectum, la 

gonade, l’organe palléal (Bullock et Horridge, 1965 ; Galtsoff, 1964). Au contraire, les 

ganglions cérébraux de l’huitre sont faiblement développés, relativement petits, constitués 

seulement de très petites cellules nerveuses et de quelques fines fibres nerveuses. Ils sont 

connectés entre eux par la commissure cérébrale et localisés à la base des palpes labiaux 

qu’ils innervent. Ils innervent également le manteau. Le système nerveux de l’huitre a été 

considéré par Galtsoff (1964) comme décentralisé du fait de la présence de ces deux centres 

nerveux (i.e. les ganglions cérébraux et viscéraux). Néanmoins, le ganglion viscéral, très 

développé chez l’huitre, est considéré comme l’élément central et majeur de son système 

nerveux. Sugawara (1964) le décrit comme étant le cerveau de l’huitre et l’assimile au 

système nerveux central des vertébrés (Sugawara, 1964). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.9. Organisation détaillée du système nerveux de l’huitre (d’après Galtsoff, 1964). Ad.m, muscles 

adducteurs ; ad.n, nerfs du muscle adducteur ; a.p.n, nerf palléal antérieur ; br.n., nerf branchial ; e.g., ganglion 

cérébral ; c.p.n., nerf circumpalléal ; com.p.n., nerf palléal commun ; c.v.c., connectif cérébro-visceral ;  g., 

gills ; lb.n., nerf labial ; lb.p., palpes labiaux ; l.p.n., nerf palléal latéral ; p.o., organe palléal ; p.p.n., nerf 

palléal postérieur ; r., rectum ; v.g., ganglion viscéral ; F. m., muscle rapide : S. m., muscle lent.  
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La Figure 3.10 présente l’anatomie comparée du système nerveux chez divers mollusques 

bivalves. On voit que l’huitre M. gigas est un cas particulier avec une fusion de ganglions 

vers le ganglion viscéral et donc un regroupement probable de fonctions dans ce ganglion. 

Nous avons utilisé cette particularité anatomique dans notre analyse de l’impact du pétrole 

brut en travaillant spécifiquement sur cet organe, ce qui était impossible chez C. fluminea. 

Chez le corbicule le ganglion viscéral aurait pu être disséqué, mais à la fois le temps de 

dissection et la masse de tissu pouvant être prélevée et analysée aboutissaient à une impasse 

expérimentale.  

 

 

 

Figure 3.10. Anatomie comparée du système nerveux chez les mollusques bivalves. Le plus haut degré 

d’intégration est observé chez M. gigas (A) avec l’intégration de tous les ganglions dans le ganglion viscéral 

à l’exception du ganglion cérébral qui devient minuscule. Le plus faible niveau d’intégration est chez 

Spharium. Système nerveux central, (A) C. gigas, (B) Spharium sp., (C) Spondylus multisetosus, (D) Cardium 

sp., (E) Modiulus sp., (F) Arca sp., (G) Lima inflata, (H) Lima squamosa (Bullock et Horridge, 1965 ; Galstoff, 

1964 ; Willigen, 1920).  
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3.4.2 L’analyse du protéome 

 

Dans le présent travail, une analyse de protéomique différentielle (entre animaux contrôles 

non exposés et animaux exposés au pétrole seul) a été réalisée afin d’accéder aux 

perturbations du milieu interne des bivalves de manière globale et sans a priori. Cette 

analyse a été faite d’une part dans les branchies et le pool muscles + ganglions des corbicules 

exposés au pétrole brut en conditions semi-naturelles et d’autre part, dans le ganglion 

viscéral des huitres exposées au pétrole brut en conditions contrôlées de laboratoire. Ces 

analyses ont été réalisées en collaboration avec le Centre de Génomique Fonctionnelle de 

l’Université de Bordeaux (CGFB) au sein de leur plateforme Protéome (CGFB Protéome).  

 

L’analyse du protéome est considérée comme un outil puissant dans la recherche en 

écotoxicologie (Campos et al., 2012 ; Lemos et al., 2009 ; Van Aggelen et al., 2010). Le 

protéome peut se définir comme l’ensemble des protéines que l’on considère être exprimé 

par un organisme (UniProt, « Universal Protein Resource »). Les protéines sont le résultat 

de l’expression des gènes. Ce sont des molécules complexes caractérisées par leur séquence 

spécifique d’acides aminés liés par des liaisons peptidiques, par leur conformation en 3 

dimensions (ou repliement) qui définit différents niveaux structuraux et leur stabilité ainsi 

que par d’éventuelles modifications post-traductionnelles. Elles remplissent une multitude 

de fonctions au sein des organismes. Elles peuvent être des enzymes, des histones, des 

hormones, des anticorps, jouer un rôle structurel, dans le transport, dans la régulation, dans 

la signalisation, dans la perception, dans la défense, dans le stockage, et sont ainsi 

impliquées à différentes échelles biologiques (biochimique, cellulaire, tissulaire).  

 

L’approche utilisée ici est l’approche dite « bottom-up » (du bas vers le haut). Les 

principales étapes de cette approche sont l’extraction et la purification des protéines, 

l’hydrolyse enzymatique des protéines en peptides spécifiques, la séparation des peptides 

par chromatographie liquide, l’analyse des peptides et fragments avec la spectrométrie de 

masse en tandem (Zhang et al., 2013). L’identification se base sur la comparaison des 

données obtenues à celles qui se trouvent dans des banques de données grâce à un ou 

plusieurs algorithme(s) de recherche. Pour la quantification relative, la stratégie sans 

marquage (« label free ») dans laquelle les échantillons sont analysés séparément, mais 

successivement a été utilisée.  
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Les grandes étapes de ces analyses et leurs principes sont présentés ci-dessous.  

 

Dissections et conditionnement des échantillons. L’ensemble des dissections a été réalisé 

dans un laps de temps le plus court possible techniquement, quelques minutes tout au plus, 

à l’issue du prélèvement des organismes placés sur de la glace. Les échantillons biologiques 

(i.e. l’ensemble du tissu branchial et l’ensemble des muscles adducteurs antérieurs et 

postérieurs - muscles rétracteurs pédieux antérieurs et postérieurs - ganglions cérébraux - 

ganglions viscéraux - innervations vers les muscles chez les corbicules et le ganglion 

viscéral chez des huitres) ont été conditionnés individuellement dans des tubes spécifiques. 

Sur le site des Rivières Pilotes à Lacq, les prélèvements réalisés sur les corbicules ont été 

mis directement à - 20 °C (pendant environ 24 h) avant d’être transportés dans un 

réfrigérateur de voyage puis stockés à - 80 °C à la Station Marine d’Arcachon. Les ganglions 

d’huitres ont été directement stockés à - 80 °C à la Station Marine d’Arcachon. L’extraction 

des protéines de ces échantillons biologiques ainsi que leur normalisation et contrôle (deux 

premières étapes décrites ci-dessous) ont été réalisés à la Station Marine d’Arcachon 

quelques mois plus tard.  

 

Extraction des protéines. Cette étape consiste à isoler et préserver l’ensemble des protéines 

contenues dans l’échantillon de tissu. Pour cela, la méthode TCA / acétone classiquement 

employée pour la précipitation et la concentration des protéines totales d’un échantillon a 

été utilisée. Les principales sous-étapes et leur rôle sont présentés ci-dessous. Tout d’abord, 

les tissus sont mécaniquement broyés grâce à des billes de silice (MP Biomedicals), à l’aide 

du matériel MP Fastprep (4.5 Hz, 40 secondes), dans un volume de tampon de solubilisation 

(PBS, « phosphate buffered saline ») à froid (~ 4 °C). Puis, à un volume récupéré de ce lysat 

est ajouté l’acétone froide et le TCA (« trichloracetic acid » ; à 15 % (w/v) final) pour 

permettre la précipitation des protéines (– 20 °C ; ½ heure). Le tout est ensuite centrifugé à 

froid et le culot est conservé. Plusieurs étapes successives de lavages et centrifugation sont 

ensuite réalisées dans l’acétone froid afin d’éliminer toute substance résiduelle pouvant 

interférer avec la suite des analyses. Finalement, une fois le culot correctement séché, il est 

remis en suspension et solubilisé dans un tampon Laëmmli 1X (2 % SDS ; 10 % Glycerol ; 

62,5 mM Tris HCl pH 6,8 ; 5 % 2-Mercaptoehanol ; 0.002 % Bromophenol blue). Les 

échantillons sont ensuite conservés à – 20 °C.  
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Normalisation et contrôles. Les échantillons sont déposés sur un gel de polyacrylamide. 

Sous l’effet d’un champ électrique, les protéines chargées négativement (puisque 

précédemment reprises dans un tampon contenant du SDS) vont migrer au travers des 

mailles d’acrylamide (Fig. 3.11). Plus les protéines seront grandes moins elles vont migrer 

rapidement et vice-versa. Les buts de cette étape sont (i) d’éliminer les éventuels résidus, 

qu’ils soient biologiques (acides nucléiques par exemple) ou qu’ils soient des résidus de 

réactifs issus de l’étape précédente d’extraction, et (ii) de vérifier visuellement la 

reproductibilité et la quantité du matériel protéique extrait entre différents échantillons. 

 

 

 

Figure 3.11. Exemple d’électrophorèse monodimensionnelle réalisée pour des échantillons de corbicules. 

Chaque numéro représente un échantillon. M, Marqueur.   

 

 

Différentes étapes ont ensuite été réalisées par la plateforme CGFB Protéome. Les points 

clés sont présentés ci-dessous (Hydrolyse enzymatique par la trypsine, nLC-MS/MS, 

Assignation des signatures peptidiques).   

 

Hydrolyse enzymatique par la trypsine. La trypsine est une protéase qui va couper 

spécifiquement certaines liaisons peptidiques et donc fragmenter les protéines. On parle 

également de digestion trypsique des protéines. La trypsine est couramment utilisée dans ce 

type d’étude. Elle a pour avantages de générer des peptides relativement petits et facilement 

ionisables.  

 

Nano-chromatographie liquide et spectrométrie de masse en tandem. La 

chromatographie liquide (LC) va permettre de séparer les peptides issus des mélanges 
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peptidiques complexes. Cela va permettre de faciliter leur analyse en spectrométrie de masse 

et d’augmenter la sensibilité de l’analyse. La nano-chromatographie liquide (nLC) est 

notamment caractérisée par le faible diamètre des colonnes utilisées, ce qui permet de 

réduire les volumes de solvants et de gagner en sensibilité. Ce système est couplé à celui de 

la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) pour permettre l’identification et la 

quantification à partir des données spectrales obtenues. Brièvement, les peptides sont 

ionisés à la sortie de la colonne chromatographique par electrospray (ESI, ElectroSray 

Ionisation) pour leur permettre d’être détectés. Ils sont ensuite séparés en fonction de leur 

rapport masse/charge, fragmentés, puis les fragments sont de nouveau séparés en fonction 

de leur rapport masse/charge. Ils sont enfin analysés par un détecteur qui va enregistrer le 

signal des ions (conversion du courant ionique en signal électronique).  

 

Assignation des signatures peptidiques. Les peptides identifiés à partir des spectres de 

masse sont ensuite comparés à des banques de données (les protéines contenues dans ces 

banques doivent avoir été obtenues, in silico le plus souvent, selon les mêmes protocoles de 

digestion et de fragmentation). Pour ce faire, l’algorithme Sequest est utilisé dans cette 

étude. Différentes modifications post-traductionnelles principalement induites par l’analyse 

ont également été prises en compte dans cette étape. La qualité des assignations est ensuite 

évaluée puis validée statistiquement (False Discovery Rate, FDR ≤ 0.01) avec l’algorithme 

Percolator (Käll et al., 2007).  

 

Les différentes étapes d’analyse des données, dont les principaux points sont présentés ci-

dessous, ont été réalisées à la Station Marine d’Arcachon à l’aide de deux logiciels en libre 

accès : le logiciel Perseus (Tyanova et Cox, 2018) et le logiciel Cytoscape (Shannon et al., 

2003).  

 

Analyse de l’abondance différentielle des protéines.  

 

Tests statistiques. La réalisation successive de milliers de comparaisons d’abondance de 

protéines entre échantillons indépendants (non-exposés vs exposés) nécessite d’adapter le 

test statistique utilisé puisque la probabilité d’erreur d’un test utilisant une p-value classique 

est bien trop importante (déclarer que l’abondance d’une protéine est significative alors 

qu’elle ne l’est pas, « juste » par hasard). Afin de contrôler le taux de faux positifs 
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potentiels, le FDR est pris en compte (« False Discovery Rate »). Sa valeur a été adaptée 

dans chacune de nos analyses en tenant compte, d’une part, du nombre total de positifs 

potentiels (avec une p-value classique ≤ 0,05) et, d’autre part, du nombre total de faux 

positifs potentiels théoriquement dû au hasard (nombre total de comparaison multiplié par 

0,05).  

 

Heatmaps. Les heatmaps présentes dans nos analyses ont été réalisées avec l’ensemble des 

protéines considérées comme significatives au seuil FDR choisi. Elles permettent d’obtenir 

une représentation visuelle des variations d’abondance de chaque protéine dans chaque 

échantillon biologique grâce à un code couleur défini.  Elles ont été générées avec le logiciel 

Perseus (Tyanova et Cox, 2018). Chaque colonne représente un échantillon biologique et 

chaque ligne représente une protéine. La normalisation z-score est utilisée pour représenter 

l’abondance (alors exprimée en logarithme de base 2) de chaque protéine selon la formule : 

(valeur de l’abondance de la protéine X dans l’échantillon - moyenne de l’abondance de la 

protéine X dans l’ensemble des échantillons) / écart type des valeurs d’abondance de la 

protéine X dans l’ensemble des échantillons. Autrement dit, le z-score représente le nombre 

d’écart type séparant l’abondance de la protéine X dans un échantillon de son abondance 

moyenne dans l’ensemble des échantillons. Les regroupements verticaux et horizontaux 

sont définis automatiquement par la méthode du logiciel. La normalisation z-score permet 

de créer ces regroupements en s’attachant aux variations. Elle rend chaque protéine 

comparable à une autre. 

 

Calcul de l’abondance différentielle. Pour chaque protéine, le niveau d’abondance 

différentiel (FC, « Fold Change ») a été évalué avec la formule suivante :  

2 log2 (moyenne des échantillons exposés) – log2 (moyenne des échantillons non exposés) 

Le FC représente bien ainsi le rapport du niveau d’abondance moyen d’une protéine dans 

une condition par rapport à une autre condition. Il n’est pas exprimé en logarithme de base 

2 (log2) ce qui signifie que les valeurs ne sont pas symétriques par rapport à 1 (une protéine 

deux fois plus abondante dans une condition que dans une autre aura un FC de 2 alors qu’une 

protéine deux fois moins abondante aura un FC de 0,5).  
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Analyse des fonctions biologiques. 

 

Test d’enrichissement. Afin de saisir l’information biologique contenue dans les différents 

regroupements protéiques générés, des tests d’enrichissement ont été réalisés sur chacun. 

Ces analyses ont été réalisées via Cytoscape (Shannon et al., 2003). Un test 

d’enrichissement consiste à comparer statistiquement des annotations des gènes/protéines 

dans un groupe spécifique avec celles d'un groupe de référence (transcriptome/protéome 

total). Le but est de déterminer si des annotations sont significativement surreprésentées au 

sein du groupe spécifique par rapport au groupe de référence (il y a enrichissement dans ce 

cas) ou si au contraire, le groupe spécifique est représentatif du groupe de référence (il n’y 

a pas enrichissement dans ce cas).  

 

Annotations. Les annotations ont été réalisées avec les banques de données de « Gene 

Ontology » (GO) et/ou « KEGG Pathways ». Le consortium GO annote les gènes selon 3 

catégories : « biological process », « molecular function » et « cellular component ». Un 

processus biologique représente un objectif spécifique que l'organisme est génétiquement 

programmé pour atteindre. Il est accompli par un ensemble particulier de fonctions 

moléculaires exécutées par des produits géniques spécifiques (ou des complexes 

macromoléculaires), souvent de manière hautement régulée et selon une séquence 

temporelle particulière. L’axe « molecular fonction » désigne toute action ou activité que le 

produit du gène (ou un complexe de produit) effectue. L’axe « cellular component » désigne 

l’emplacement cellulaire (par rapport aux structures et aux compartiments ou organites) 

occupé par le produit du gène (ou un complexe de produit) lorsqu'il exerce une fonction 

moléculaire. La mission de ce projet de bio-informatique est de développer un modèle 

structuré des termes et concepts liés à la description des gènes et de leurs produits, dans le 

cadre d’une ontologie commune à toutes les espèces. Le KEGG (« Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes ») est une base de données qui cartographie les voies biologiques en 

se basant essentiellement sur les connaissances acquises en ce qui concerne les interactions 

moléculaires, les réactions et les relations. Huit grandes catégories d’annotations sont 

définies : le métabolisme (énergétique, des xénobiotiques par exemple), le traitement de 

l’information génétique (la transcription, la traduction, …), le traitement de l’information 

environnementale (les transports membranaires, la transduction des signaux, …), les 

processus cellulaires (la croissance cellulaire, la mort cellulaire, …), les systèmes de 
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l’organisme (immunitaires, nerveux, …), les maladies humaines (cancer, maladies 

neurodégénératives, …) et, depuis récemment,  le développement de médicaments 

(chronologie de la biosynthèse, classification des cibles thérapeutiques, …). 

 

Représentation graphique. Pour un résultat plus visuel, les données des tests 

d’enrichissement sont présentées sous la forme d’un réseau fonctionnel montrant les 

différentes catégories enrichies, les gènes / protéines impliqués dans chacune de ces 

catégories ainsi que les différentes interactions existantes entre les gènes / protéines (Bindea 

et al., 2009, 2013). Chaque nœud représente une catégorie dont l’enrichissement est 

significatif. La taille des nœuds est calibrée en fonction de leur significativité (plus 

l’enrichissement est significatif, plus le nœud est gros). Les différents nœuds sont reliés 

entre eux en fonction de leur score kappa (plus les nœuds sont proches, plus leur 

concordance est forte). Au sein d’un même groupe, représenté par des nœuds d’une même 

couleur, seul le label du nœud le plus significatif peut être montré. Les nœuds 

fonctionnellement très liés peuvent se chevaucher partiellement. La fusion des termes 

parent-enfant partageant les mêmes gènes / protéines a pu être effectuée afin de diminuer la 

redondance. Le terme considéré comme le plus représentatif est automatiquement conservé.  

 

3.4.3. L’analyse de gènes cibles 

 

Au cours de mon travail, la quantification relative de l’expression de différents gènes 

d’intérêt a été réalisée d’une part pour l’étude des perturbations sous-jacentes chez l’huitre 

exposée à la pollution sonore et au cadmium (Chapitre 4 ; Charifi et al., 2018) et d’autre 

part, lors d’un travail exploratoire, chez les corbicules exposés au pétrole brut en conditions 

semi-naturelles (résultats non présentés). L’ensemble de ces analyses a été réalisé à la 

Station Marine d’Arcachon.  

 

Les niveaux d’expression de gènes ciblés pour leurs implications dans différentes voies 

biologiques d’intérêt ont été mesurés par PCR (« Polymerase Chain Reaction ») quantitative 

en temps réel (RT-qPCR). Les niveaux d’expression des gènes sont évalués par la 

quantification des ARNm (Acides RiboNucléiques messagers) résultant de leur 

transcription (l’expression d’un gène passe par sa transcription en ARNm puis par sa 

traduction en protéine).  
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Les grandes étapes de ces analyses et leurs principes sont présentés ci-dessous.  

 

Dissections et conditionnement des échantillons. L’ensemble des dissections a été réalisé 

dans un laps de temps le plus court possible, quelques minutes, à l’issue du prélèvement des 

organismes placés sur de la glace. Les échantillons biologiques ont été conditionnés 

individuellement dans des tubes spécifiques (certifiés sans ribonucléase), contenant (i) soit 

du RNAlater (les échantillons sont conservés sans broyage immédiat), soit (ii) contenant du 

tampon Trizol (les échantillons sont broyés avant d’être conservés). Le broyage des 

échantillons est réalisé grâce à des billes de silices (MP Biomedicals) à l’aide du matériel 

MP Fastprep (6 Hz, 40 sec) dans le tampon Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Ce 

tampon est une solution de phénol acide, qui participe à la lyse des cellules et conduit à la 

précipitation des protéines et de l’ADN. Ce tampon contient également de l’iso-cyanate de 

guanidine qui permet de préserver l’intégrité de l’ARN en inactivant les ribonucléases. Les 

échantillons sont ensuite conservés à – 80 °C.  

 

Extraction des ARN totaux. L’extraction via le tampon Trizol a été réalisée conformément 

aux instructions fournies par le fabricant. Cette étape va permettre d’isoler l’ARN du reste 

des constituants cellulaires. Pour cela, un volume de chloroforme est ajouté aux échantillons 

décongelés. Après agitation et incubation, 3 phases se dessinent. La phase aqueuse 

supérieure, qui contient les ARN, est conservée. Le chloroforme permet également 

l’élimination de toute trace de phénol. L’isopropanol ensuite ajouté à la phase aqueuse 

récupérée permet la précipitation de l’ARN du fait de son insolubilité dans l’alcool. Le 

précipité formé est ensuite lavé plusieurs fois avec de l’éthanol à 75 %. Ces lavages 

successifs permettent d’éliminer les éventuels restes de Trizol, de chloroforme et 

d’isopropanol qui pourraient fausser les dosages. Le précipité est ensuite séché à l’air libre 

et les ARN sont solubilisés dans de l’eau spécifique certifiée sans ribonucléases. Afin de 

normaliser la quantité d’ARN extraite entre les échantillons (par une dilution), des analyses 

d’absorbance sont réalisées au spectrophotomètre. Les échantillons sont par suite conservés 

à – 80 °C.  

 

Rétro-transcription en ADNc. Les ARN sont des molécules peu stables et impossibles à 

quantifier en tant que tels. Leur quantification passe par leur transformation en ADNc (ADN 
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complémentaires). Avant de synthétiser le brin d’ADNc, les échantillons sont traités avec 

de la DNase pour éliminer l’ADN génomique encore potentiellement présent. La synthèse 

d’un brin d’ADN complémentaire est réalisée grâce à une enzyme, la Moloney Murine 

Leukemia Virus (M-MLV) reverse transcriptase, présente chez les rétrovirus qui fabriquent 

un brin d’ADN à partir d’un brin d’ARN. La fixation des amorces utilisées pour initier la 

transcription inverse est facilitée par une étape préalable de chauffage permettant la 

linéarisation des ARN (80 °C, 3 min). Les amorces utilisées sont des oligodT qui s’hybrident 

sur la queue poly(A) des ARN messagers et des hexaprimers (associations aléatoires de six 

nucléotides) qui se fixent sur les ARNm plus longs et les ARNm mitochondriaux qui ne 

disposent pas de queue poly(A). Une fois les brins d’ADN complémentaires synthétisés, 

grâce à différentes températures et temps d’application permettant l’hybridation des 

amorces (20 °C, 3 min) et la synthèse du brin complémentaire (42 °C, 60 min), ils sont 

quantifiés par RT-qPCR. 

 

Quantification par RT-qPCR. La RT-qPCR est une technique d’amplification cyclique 

d’une séquence cible d’ADN via l’utilisation d’amorces spécifiques pour la reconnaître. La 

quantité d’ADN amplifié augmente de façon exponentielle en fonction du temps puisque 

les produits formés à chaque cycle sont utilisés comme matrice pour le cycle suivant. Leur 

détection se fait avec le SYBER green I, un agent intercalant de l’ADN qui ne fluoresce 

qu’à cette condition. La fluorescence est donc directement proportionnelle à la quantité 

d’ADNc double brin et donc à la quantité initiale d’ARN présente dans l’échantillon. Dans 

nos analyses, 40 à 50 cycles d’amplification ont été réalisés (Fast 2 Step ; MxPro QPCR). 

Chaque cycle comporte deux grandes phases : (i) séparation des doubles brins en simples 

brins (10 sec, 95 °C) et (ii) appariement des amorces spécifiques de la séquence à amplifier, 

élongation du brin complémentaire grâce à une enzyme, la Taq polymérase qui fixe les 

dNTP (30 sec, 60 °C). Le cycle seuil Ct (« Threshold Cycle ») correspond au nombre de 

cycles nécessaires pour permettre l’entrée dans la phase exponentielle d’amplification. Il 

permet de quantifier l’expression relative d’un gène dans un échantillon. Plus il est petit, 

plus le nombre de séquences cibles initialement présentes dans l’échantillon était important, 

et donc plus le gène était exprimé. Afin de vérifier la fiabilité des analyses, chaque 

échantillon est analytiquement dupliqué durant cette étape. Si la reproductibilité est validée, 

les Ct des dupliquas sont moyennés. Les courbes de dissociation sont également vérifiées.  
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Design préalable des amorces. Les amorces détectent la séquence d’ADNc à amplifier et 

s’hybrident sur celle-ci pour initier la transcription. Les amorces ont été dessinées avec 

PrimerQuestTool et remplissent différentes conditions (fixation de préférence en fin de 

séquence, Tm particulier, longueur de 20 ± 2 nucléotides, pourcentage de bases guanine et 

cytosine de 50 ± 5 %). Leur spécificité a été vérifiée via l’analyse des Ct obtenus à la suite 

de cascades de dilutions standards réalisées pour un échantillon.  

 

Calcul de l’expression différentielle. Le choix du gène de référence est essentiel pour ce 

calcul. Il doit être le plus stable possible quels que soient les échantillons. Dans notre 

analyse, le gène de référence a été choisi avec l’utilisation de logiciels spécifiques 

(BestKeeper, geNorm et Normfinder). Les données ont ensuite été traitées avec la méthode 

2-ΔΔCt décrite par Livak et Schmittgen (2001).  

 

3.4.4 L’analyse de la contamination  

 

Contamination par les HAP. L’ensemble des dosages de HAP a été réalisé par le Centre 

de documentation, de recherche et d’expérimentations sur les pollutions accidentelles des 

eaux (Cedre, Brest). À l’issue des dissections, les échantillons de tissu ont été 

individuellement conditionnés à l’aide de papier aluminium et directement congelés à - 80 

°C. Au cours de leurs différents transits, la chaine de congélation n’a jamais été rompue 

(Lacq → Arcachon → Brest pour les tissus de corbicules et Arcachon → Brest pour les 

tissus d’huitres). Pour l’ensemble des analyses présentées, 21 HAP parents dont les 16 listés 

comme prioritaires par l’US EPA (naphtalène, benzothiophène, biphényle, acénaphtylène, 

acénaphtène, fluorène, dibenzothiophène, phénanthrène, anthracène, fluoranthène, pyrène, 

benzo(a) anthracène, chrysène, benzo(b) fluoranthène, benzo(k) fluoranthène, benzo(e) 

pyrène, benzo(a) pyrène, pérylène, indeno(1,2,3-cd) pyrène, dibenzo(a,h) anthracène, 

benzo(g,h,i) perylène) ont été recherchés chez les corbicules (expérimentation en conditions 

semi-naturelles, analyses présentées dans le Chapitre 5, § 5.2) et chez les huitres 

(expérimentations de laboratoire n° 2 et 3, analyses présentées dans le Chapitre 5, § 5.3 et 

le Chapitre 7). Pour l’ensemble des analyses, deux composés, le benzo(b) fluoranthène et le 

benzo(k) fluoranthène, ont été quantifiés en tant que somme appelée benzo(b+k) 

fluoranthène, du fait d’une faible résolution de ces derniers. Trois HAP alkylés (1-

méthylnaphtalène, 2-méthylnaphtalène, 2-méthylfluoranthène) ont été analysés en plus dans 
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certains échantillons d’huitre (expérimentation de laboratoire n° 2 ; analyses présentées 

dans le Chapitre 5, § 5.3). Pour l’ensemble des échantillons d’huitres (expérimentations de 

laboratoire n° 2 et 3, analyses présentées dans le Chapitre 5, § 5.3 et le Chapitre 7), les 

concentrations de trois composés (l’indeno(1,2,3-cd) pyrène, le dibenzo(a,h) anthracène et 

le benzo(g,h,i) perylène) n’ont pas pu être déterminé du fait d’une perte de sensibilité de 

l’appareil. L’ensemble de ces analyses a été effectué par SBSE-TD-GC-MS/MS (Stir bar 

sorptive extraction-désorption thermique-chromatographie gazeuse couplée à de la 

spectrométrie de masse en tandem ; Lacroix et al., 2014). Brièvement, chaque échantillon a 

été digéré par digestion alcaline puis les analytes ont été extraits pendant 2 h sous agitation 

à 700 rpm à l’aide de barreau magnétique en polydiméthylsiloxane (Twister 20 mm x 0.5 

mm, Gerstel). Les barreaux ont ensuite été analysés à l’aide d’un système de 

chromatographie gazeuse Agilent 7890A couplé à un détecteur de masse Agilent 7000 triple 

quadripôles (Agilent Technologies) équipé d’une unité de désorption thermique combinée 

avec un système de cryofocalisation. Les conditions d’analyses sont similaires à celles 

précédemment décrites (Lacroix et al., 2014). Les analytes ont été quantifiés relativement à 

un étalon deutéré, en utilisant une courbe de calibration comprise entre 0,01 ng et 10 ng sur 

barreau. Les limites de quantification (LQ) ont été calculées par la méthode de la courbe de 

calibration (Shrivastava et Gupta, 2011). Les limites de détection (LD) ont été estimées en 

divisant la LQ par 3. Les valeurs obtenues pour les blancs analytiques étaient 

systématiquement inférieures aux LQ. En ce qui concerne les analyses réalisées sur les 

huitres, la méthode a été validée en analysant le matériel de référence NIST-SRM 1974c 

(moules) et en réalisant des ajouts dosés. Les données obtenues par GC-MS et GC-MS/MS 

ont été analysées respectivement à l’aide des logiciels de traitement de données MSD 

Enhanced chemstation et Agilent MassHunter Quantitative Analysis (Agilent 

Technologies). Pour les représentations graphiques et les calculs des sommes, les 

concentrations inférieures aux limites de quantification sont considérées comme égales à 0. 

 

Contamination par le cadmium. Le dosage du Cd a été réalisé dans les tissus des huitres 

exposées au Cd seul et au Cd plus pollution sonore (Chapitre 4 ; Charifi et al., 2018). Le Cd 

a été utilisé dans cette expérimentation comme un marqueur indirect de l’activité 

ventilatoire des huitres en présence ou absence de pollution sonore. On ne pouvait pas 

utiliser le pétrole brut car contrairement au cadmium qui ne modifie pas les activités 

ventilatoires et cardiaques aux concentrations utilisées (Pierron et al., 2007), le pétrole 
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pourrait les modifier durablement au vu du comportement valvaire. À l’issue des 

dissections, les tissus ont été préservés à - 20 °C dans des tubes spécifiques préalablement 

nettoyés (bain d’eau régal à 5 % pendant 72 h et rinçage à l’eau ultra-pure). Avant d’être 

analysés, les échantillons ont été placés en étuve à 45 °C pendant 48 h puis minéralisés. En 

fonction de leur poids sec, un volume d’acide nitrique 65 % leur a été ajouté. Les 

échantillons acidifiés ont ensuite été chauffés 3 h à 100 °C. Une fois refroidi, un volume 

d’eau ultra pure correspondant leur a été ajouté. Selon le même principe, des blancs ainsi 

que des échantillons certifiés ont été réalisés (DOLT-5 ; National Research Council of 

Canada). Après cette étape, les concentrations en Cd ont été déterminées par spectrométrie 

d’absorption atomique avec correction de Zeeman à l’aide d’un four graphite (240Z AA 

spectrometer, Agilent Technologies). La limite de détection pour le Cd est de 0,075 µg·L-1. 

L’étalonnage de l’appareil a été réalisé à l’aide d’une gamme de solutions étalons standards. 

Les échantillons, préalablement additionnés d’une solution de nitrate de magnésium et de 

sulfate de palladium, y ont subi différents traitements thermiques (séchage, 120 °C, 40 sec ; 

pyrolyse, 250 °C, 5 sec ; minéralisation, 600 °C, 25 sec ; atomisation, 1800 °C, 3 sec) sous 

atmosphère d’argon. À l’issue de l’étape d’atomisation, l’absorbance de l’échantillon est 

mesurée grâce à une lampe à cathode qui génère une émission atomique spécifique du Cd 

et différents capteurs qui enregistrent l’intensité des signaux d’émission avant et après 

absorption. Les concentrations des échantillons analysés ont ensuite été déduites via le 

report de leur absorbance sur la droite d’étalonnage préalablement obtenue, en tenant 

compte de leurs caractéristiques (poids, dilution).  
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CHAPITRE 4 

EFFETS DE LA 

POLLUTION SONORE 

CHEZ LES BIVALVES 
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4.1 Introduction 

 

Comme nous l’avons écrit dans l’Introduction, de nombreux paramètres environnementaux, 

qu’ils soient naturels ou anthropiques, sont en mesure de modifier le comportement des 

mollusques bivalves. Parmi les paramètres considérés comme d’intérêt dans le cadre de 

notre étude, la pollution sonore en milieu aquatique était celui dont on ne connaissait que 

très peu de choses. Or une plateforme pétrolière est un milieu extrêmement bruyant (Rossi-

Santos, 2015). En cause les multiples pompes qui y sont utilisées. Une raffinerie accueille 

des cargos de fort tonnage. Plateformes et gros cargos génèrent des fréquences sonores dans 

la gamme basse, le spectre audible par les mollusques bivalves (Charifi et al. 2017). J’ai 

donc profité de la fin de la thèse de Mohcine Charifi pour travailler avec lui sur l’impact 

que pouvaient avoir des basses fréquences (< 1 kHz) sur le comportement, l’activité 

ventilatoire et les processus de contamination chez l’huitre M. gigas. Ce chapitre se propose 

donc d’être vu comme un travail de base nécessaire à la bonne réalisation et compréhension 

du sujet principal de la thèse.  

 

 

 

 

4.2 Article: Noise pollution limits metal bioaccumulation and 

growth rate in a filter feeder, the Pacific oyster Magallana gigas 

 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0194174 

  

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0194174
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4.3 Conclusions du chapitre 

 

Le but de cette étude était de mieux appréhender les effets de la pollution sonore chez les 

bivalves, en utilisant le cadmium comme marqueur indirect de l’activité ventilatoire dans 

un milieu non limité en nourriture. Pour ce faire, des huitres ont été exposées au Cd seul et 

au Cd plus pollution sonore durant 14 jours. La concentration en Cd a été maintenue 

constante durant l’intégralité de l’expérimentation. La pollution sonore a été réalisée avec 

des passages de cargos répétés 92 fois par jour de façon aléatoire sur une période de 72 h et 

avec deux intensités sonores différentes. Ce choix se veut représentatif d’un port marchand 

« actif » qui pourrait par exemple se trouver à proximité d’une raffinerie. L’ensemble des 

résultats obtenus montre un effet dépresseur de la pollution sonore chez les huitres exposées. 

Plus précisément, en comparaison des huitres exposées au Cd seul, on observe chez les 

huitres exposées au Cd plus pollution sonore, une diminution du taux de croissance, une 

diminution de l’activité ventilatoire mise en évidence par la moindre accumulation du Cd 

dans les branchies, une diminution de l’activité valvaire ainsi qu’une perturbation de 

l’expression des gènes impliqués dans la synthèse des acides gras. Tous ces éléments 

indiquent que les huitres ont été moins actives, ont moins ventilé, se sont donc moins 

nourries et ont donc moins grandi en présence de pollution sonore. Cette étude a été publiée 

en 2018. Ces résultats ont été confirmés en 2019 par Shi et al. chez une autre espèce de 

bivalve, la palourde Tegillarca granosa, qu’ils ont exposés durant 10 jours à un bruit continu 

et monotone d’intensité comparable, en présence de Cd.  

 

Au vu de ces résultats, la pertinence de l’étude du perturbateur pollution sonore dans le 

cadre du sujet principal de la thèse est donc largement confirmée. Dans le chapitre suivant, 

la palourde d’eau douce C. fluminea a été exposée, avec ou sans pétrole brut, à un même 

passage de cargo mais dans un contexte semi-naturel et avec une fréquence comprise entre 

4 et 7 passages de cargo par jour uniquement. L’huitre a été exposée, avec ou sans pétrole, 

à la pollution sonore suivant le même protocole que celui utilisé dans ce chapitre. Ainsi, 

nous verrons si la pollution sonore peut être un facteur potentiellement confondant en 

présence de pétrole brut et si ses effets tendent à être reproductibles au travers de différentes 

configurations et protocoles expérimentaux.   
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CHAPITRE 5 

PERTURBATIONS COMPORTEMENTALES 

ET CONTAMINATION CHEZ DEUX 

MOLLUSQUES BIVALVES EXPOSES AU 

PETROLE BRUT DANS UN CONTEXTE 

MONO ET MULTISTRESS 
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5.1 Introduction 

 

Au cours de ces travaux de thèse, un des principaux objectifs était d’étudier la réponse 

comportementale de mollusques bivalves exposés au pétrole brut seul et dans un contexte 

multistress réaliste. Le but dans cette partie était d’identifier si, en présence d’autres facteurs 

de stress, une réponse comportementale au pétrole brut était fiable et discernable. Pour ce 

faire, deux séries d’expérimentations ont été réalisées. Ces expériences sont 

complémentaires car elles ont été réalisées l’une en eau douce, l’autre en eau de mer chez 

deux espèces différentes, la palourde C. fluminea et l’huitre M. gigas. 

 

Les expériences en eau douce ont été faites dans un contexte proche du milieu naturel, au 

sein de rivières artificielles extérieures soumises aux variations météorologiques et 

alimentées en continu par l’eau du Gave de Pau (Pyrénées-Atlantiques, France). Les 

expériences en eau de mer ont été réalisées à l’intérieur de la Station Marine d’Arcachon en 

conditions simplifiées mais contrôlées. 

 

Dans les rivières artificielles, les palourdes ont été exposées pendant 10 jours, dans 8 cours 

d’eau indépendants les uns des autres, au pétrole brut seul, au pétrole brut et au baryum, au 

pétrole brut et à la pollution sonore, au pétrole brut et à des pulses de turbidité, ou au baryum 

seul, à la pollution sonore seule, aux pulses de turbidité seuls. L’ensemble des facteurs de 

stress et leurs concentrations ou pressions ont été choisis pour être écologiquement réalistes. 

Pour le baryum, le choix a été fait à partir de résultats mesurés dans des panaches de dilution 

d’eau de production à l’aval de plateformes pétrolières (TOTAL, communication 

personnelle). Pour la turbidité, nous avons fait le choix de bouffées et de concentrations 

mesurées en rivière. Pour la pollution sonore, nous sommes partis sur l’idée d’un quai 

fréquenté par des cargos de tonnage moyen. Ce travail a fait l’objet d’un article (Miserazzi 

et al., 2020a) et constitue la première partie des résultats de ce chapitre (§ 5.2).  

 

Dans la partie suivante (§ 5.3), nous aborderons la réponse comportementale d’une autre 

espèce de bivalve, l’huitre M. gigas, en milieu marin. Cette étude, qui a été réalisée en 

conditions contrôlées de laboratoire, a permis de complexifier l’exposition des huitres au 

pétrole brut et d’étudier des concentrations plus élevées. Au lieu de maintenir une 

concentration constante et figée, nous avons choisi d’exposer les huitres à une concentration 
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variable au cours du temps afin de pouvoir suivre l’évolution de leur comportement. Nous 

avons posé deux questions principales. La réponse comportementale de l’huitre est-elle 

toujours la même ou évolue-t-elle en fonction de la concentration appliquée ? Cette réponse 

est-elle cohérente avec celle mise en évidence en eau douce avec les corbicules ? En 

conditions multistress, nous avons travaillé avec une hypoxie très forte mais néanmoins 

réaliste, puisque correspondant à des valeurs mesurées près du fond au niveau de 

plateformes dans le Golfe Arabo-Persique (TOTAL, communications personnelles), et avec 

une pollution sonore également relativement importante.  

 

En ce qui concerne plus précisément la pollution sonore, nous verrons dans l’article qui suit 

chez C. fluminea (§ 5.2) que nous n’avons pas mis en évidence de perturbation chez les 

corbicules exposés à 4 – 7 passages de cargos par jour. Ce résultat pouvait apparaitre en 

contradiction avec le chapitre précédent (Chapitre 4) montrant un impact comportemental 

et physiologique chez l’huitre avec une fréquence de 92 passages de cargos par jour. Les 

différences sont-elles liées à la dose ou est-ce que les réponses des bivalves à la pollution 

sonore sont variables et peu reproductibles ? Pour répondre à cette sous-question, le même 

protocole d’exposition des huitres à la pollution sonore (celui présenté dans le Chapitre 4 ; 

Charifi et al., 2018 ; 92 passages de cargos par jour) a donc été repris dans la § 5.3.   

 

 

 

5.2 Article: Asiatic clam Corbicula fluminea exhibits 

distinguishable behavioural responses to crude oil under semi-

natural multiple stress conditions 

 

https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2019.105381 
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Résulats annexes (1) 

 

Comparaison de l’activité valvaire entre 

périodes. Afin d’élargir l’analyse des 

résultats, il est brièvement proposé ici une 

comparaison du comportement des corbicules 

entre les périodes (Référence, Exposition, 

Post-exposition), indépendamment pour 

chaque condition (Fig. 5.1) Dans la condition 

contrôle (C), l'amplitude d'ouverture a 

diminué et la durée de fermeture a augmenté 

entre la période de référence et la période 

d'exposition ainsi qu’entre la période 

d'exposition et la période de post-exposition 

(Fig. 5.1.A et 5.1.B). L'évolution du 

comportement entre les périodes est similaire 

pour les conditions C, Ba, N et T.  En 

présence de pétrole seul ou additionné de 

bruit, baryum ou turbidité, une diminution de 

l’amplitude d’ouverture et une augmentation 

des durées de fermeture ont également été 

observées entre les périodes de référence et 

les périodes d’exposition, mais de façon 

nettement plus marquée qu’en absence de 

pétrole. En ce qui concerne la comparaison 

entre la période d’exposition et la période de 

post-exposition, il est à noter une légère 

augmentation de l’amplitude d’ouverture des 

corbicules exposés au pétrole, pétrole + 

baryum et pétrole + pollution sonore qui pourraient témoigner d’un début de rétablissement 

du comportement. En ce qui concerne l'indice d'agitation des valves (Fig. 5.1.C), on retrouve 

de façon cohérente avec les résultats précédemment présentés, une augmentation plus nette 

et homogène chez les corbicules exposés au pétrole brut seul ou en mélange.   

Figure. 5.1 Behavioral comparison between periods. 

(A) Mean hourly valve-amplitude (%), (B) mean hourly 

valve closure-duration and (C) mean hourly valve 

agitation index (mm) for 14-16 clams during the reference 

period (white), exposure period (dark grey) and post-

exposure period (light grey) for each artificial stream (C, 

control; O, oil; O + Ba; oil and barium; O+N, oil and noise 

pollution; O+T, oil and turbidity pulses; Ba, barium; N, 

noise pollution; T, turbidity pulses). Boxplot (n = 240 

values; 24 h x 10 days). Different letters indicate 

significant differences, independently for each artificial 

streams (p < 0.05; Pairwise Wilcox Test with Holm 

adjustment). 
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Résulats annexes (2) 

 

Effet de la turbidité sur l’activité valvaire. Durant les épisodes de turbidité, un 

comportement valvaire spécifique a été mis en évidence pour environ 40 % des corbicules 

ouverts. Ce comportement spécifique se traduit par l’augmentation marquée et transitoire 

de l’agitation des valves et notamment du nombre de leurs micro-contractions. Cette 

agitation était parfois associée à la modification de l’écartement des valves. La Figure 5.2 

présente une réponse caractéristique observée uniquement en présence de turbidité.  

 

 

Figure 5.2. Exemple typique de l’activité valvaire d’un corbicule (animal n° 3, le 7 juin), avant, pendant et 

après un pulse de turbidité (≈ 200 NTU). Le lancement de la turbidité à 13 h (en tête de rivière, 20 m en amont 

des corbicules) et son arrêt à 16 h 10 min sont symbolisés par les lignes noires en pointillé. La modification 

de l’activité valvaire débute 19 min après le lancement de l’injection en tête de rivière. Elle se maintient durant 

les 29 min suivant l’arrêt de l’injection en tête de rivière. Visuellement, le panache de turbidité était arrivé au 

niveau des corbicules en 10 - 15 min.   

 

Cette réponse comportementale a été retrouvée au cours des deux expérimentations réalisées 

aux Rivières Pilotes (Lacq, Pyrénnées-Atlantiques). L’une a été réalisée en mai – juillet 

2016 (résultats non présentés) et l’autre en octobre 2016 – janvier 2017. La réponse 

comportementale à la turbidité s’est donc avérée reproductible dans le temps, indépendante 

de la saison (printemps vs hiver) et de la température de l’eau (14 – 20 °C en mai-juillet vs 

12,5 – 7,5 °C en octobre-janvier). Les valeurs de turbidité testées étaient comprises dans la 

gamme 100 – 300 NTU. Ces observations ont été faites uniquement lors de l’exposition des 

corbicules aux pulses de turbidité, avec ou sans addition de pétrole brut. Différents exemples 

de la réponse comportementale caractéristique sont présentés ci-dessous (Fig. 5.3). 
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Figure 5.3. Exemple de l’activité valvaire de quatre corbicules sur une période de 24 h : avant, pendant et 

après un pulse de turbidité quelque soit la saison et la température de l’eau. Le lancement de la turbidité (en 

tête de rivière, 20 m en amont des corbicules) et son arrêt sont symbolisés par les lignes noires en pointillé. 

Visuellement, le panache de turbidité initié en tête de rivière arrive au niveau des corbicules (soit 20 m après 

la zone d’injection) en 10 à 15 min. (A) Activité valvaire d’un corbicule (n° 3) avant, pendant et après un pulse 

de turbidité à ≈ 200 NTU le 7 juin 2016 (13 h – 16 h 10). (B) Activité valvaire d’un corbicule (n° 12) avant, 

pendant et après un pulse de turbidité à ≈ 150 NTU le 15 juin 2016 (13 h – 17 h). (C) Activité valvaire d’un 

corbicule (n° 7) avant, pendant et après un pulse de turbidité à ≈ 200 NTU le 22 novembre 2016 (14 h – 17 h). 

(D) Activité valvaire d’un corbicule (n° 2) avant, pendant et après un pulse de turbidité à ≈ 250 NTU le 25 

novembre 2016 (14 h – 17 h). 
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5.3 Perturbations comportementales et contamination de 

l’huitre M. gigas exposée au pétrole brut en conditions 

multistress de laboratoire  

 

Cette partie est destinée à être rédigée comme article qui sera publié dans un journal 

international de rang A. 

 

5.3.1 Introduction 

 

Dans la partie précédente, nous avons exposé des corbicules au pétrole brut seul ou en 

conditions multistress dans un contexte semi-naturel. La concentration de pétrole brut a été 

maintenue constante durant les 10 jours d’exposition (concentration nominale, 400 µg·L-1 ; 

concentration mesurée, 167 ± 28 µg·L-1). À cette concentration constante, la réponse 

comportementale des corbicules a été caractérisée par l’évolution de trois paramètres clés : 

la diminution de l’amplitude d’écartement des valves (VOA), l’augmentation des durées de 

fermeture (VCD) et l’augmentation de l’indice d’agitation des valves (agitation pondérée, 

VAI). Cette réponse comportementale marquée au pétrole brut n’a pas été perturbée par 

l’exposition simultanée des corbicules à des stress additionnels à concentration ou pression 

écologiquement réalistes (baryum, pulses de turbidité, pollution sonore « légère »). Dans 

cette partie, nous avons cherché à caractériser la réponse comportementale d’un bivalve 

marin, l’huitre M. gigas, exposé à une concentration variable de pétrole brut dans des 

conditions contrôlées de laboratoire afin de (i) s’assurer de la cohérence des réponses 

comportementales d’un bivalve marin par comparaison avec celles observées chez les 

corbicules dulçaquicoles, (ii) suivre l’évolution du comportement dans un milieu à 

concentration variable et (iii), continuer à explorer les interférences potentielles avec deux 

autres facteurs de stress que sont l’hypoxie profonde et la pollution sonore « sévère ». De 

plus, en conditions multistress, nous avons choisi de préalablement exposer les huitres à la 

pollution sonore et à l’hypoxie afin de renforcer l’effet potentiellement confondant de ces 

facteurs de stress sur la réponse comportementale des huitres face au pétrole brut. Le choix 

d’une hypoxie avec une PO2 de 2-3 kPa a été guidé par notre connaissance de cas de 

plateformes dans le Golfe Arabo-Persique où l’on parle d’eaux très désoxygénées près du 
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fond (TOTAL, communications personnelles). En ce qui concerne la pollution sonore, le 

même protocole expérimental que celui du Chapitre 4 a été utilisé. Comme chez les 

corbicules, nous avons complété les réponses comportementales des huitres par des dosages 

de HAP dans leur tissu. Le design expérimental ainsi que des conditions d’exposition et 

protocoles associés sont présentés dans le Chapitre 3 (§ 3.2.2 ; expérimentation en 

conditions de laboratoire n° 2).  

 

 

5.3.2 Résultats & Discussion 

 

5.3.2.1 Cinétique de contamination 

 

Afin de déterminer a posteriori les concentrations d’exposition des huitres, des analyses de 

HAP dans l’eau de chaque unité expérimentale (UE) ont été réalisées à différents temps clés 

en fonction de la cinétique de contamination par le pétrole brut (Fig. 5.3.1). Les dosages de 

HAP dans l’eau réalisés par le Cedre ont été obtenus par GC-MS et validés par l’analyse 

d’échantillons certifiés (NIST SRM 2779, Gulf of Mexico Crude Oil) et de blancs 

analytiques. Les résultats des dosages montrent une bonne reproductibilité entre les 

conditions d’exposition (O, Oil, Pétrole seul ; OH, Oil + Hypoxia, Pétrole + Hypoxie ; ON, 

Oil + Noise, Pétrole + Pollution sonore) et entre les réplicas (1 et 2). En parallèle, on observe 

également une contamination des UE contrôles (CRTL1 et CRTL2) qui semble être fonction 

des concentrations d’exposition au sein des autres conditions. Par ailleurs, l’évolution des 

concentrations en HAP dosés est cohérente avec la cinétique de contamination par le pétrole 

brut. En tenant compte de l’ensemble de ces données, deux périodes d’exposition au pétrole 

brut ont été définies pour l’étude du comportement des huitres. Durant la période 

d’exposition n° 1 (E1, Fig. 5.3.1A) d’une durée de 74 h, les huitres ont été exposées à des 

concentrations nominales de pétrole brut de 390 µg·L-1 (durant les 49 premières heures) 

puis de 750 µg·L-1 (durant les 25 h qui suivent). Au cours de cette période, les concentrations 

mesurées en HAP étaient de 121,7 ± 20,2 ng·L-1 (P1, Fig. 5.3.1) puis de 174,7 ± 3,4 ng·L-1 

(P2, Fig. 5.3.1) dans O1 et O2 (Oil seul) ; de 137,6 ± 19,0 ng·L-1 (P1, Fig. 5.3.1) puis de 

140,4 ng·L-1 (P2, Fig. 5.3.1) dans OH1 et/ou OH2 (Oil + Hypoxia) ; de 131,9 ± 20,7 ng·L-

1 (P1, Fig. 5.3.1) puis de 148,7 ± 14,3 ng·L-1 (P2, Fig. 5.3.1) dans ON1 et ON2 (Oil + Noise). 

Durant la période d’exposition n° 2 (E2, Fig. 5.3.1A) d’une durée de 65 h, les huitres ont 
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été exposées à une concentration nominale de pétrole brut de 2800 µg·L-1. Les 

concentrations mesurées en HAP au cours étaient de 1933,3 ± 65,4 ng·L-1 (P3, Fig. 5.3.1), 

puis de 4276,9 ± 174 ng·L-1 (P4, Fig. 5.3.1) et enfin de 3914,9 ± 759,9 ng·L-1 (P5, Fig. 5.3.1) 

dans O1 et O2. Dans OH1 et OH2, les concentrations mesurées étaient de 2000,8 ± 79,9 

ng·L-1 (P3, Fig. 5.3.1), puis de 4358 ± 187,3 ng·L-1 (P4, Fig. 5.3.1) et enfin de 3537,9 ± 

177,8 ng·L-1 (P5, Fig. 5.3.1). Dans ON1 et ON2, les concentrations mesurées étaient de 

2526,2 ± 384,3 ng·L-1 (P3, Fig. 5.3.1), puis de 4382 ± 307,6 ng·L-1 (P4, Fig. 5.3.1) et enfin 

de 3684,2 ng·L-1 (P5, Fig. 5.3.1). En comparaison de la littérature, ces valeurs d’exposition 

sont dans la gamme des valeurs environnementales écologiquement réalistes. Plus 

précisément, les concentrations en HAP mesurées lors de la période E1 sont dans la gamme 

faible voire très faible des concentrations recensées dans le milieu naturel alors que les 

concentrations mesurées durant la période E2 sont des valeurs plutôt moyennes. En effet, 

Sousa et al. (2018) qui ont réalisé une méta-analyse de la littérature mondiale, ont reporté 

des concentrations moyennes de l’ordre de 4500 ng·L-1. Sur les côtes françaises, Guéguen 

et al. (2011) ont recensé des concentrations en HAP dans l’eau comprises entre 0 et 8500 

ng·L-1. Enfin, Incardona et al. (2014) considèrent par exemple que des concentrations 

environnementales réalistes en HAP totaux dans l’eau sont comprises entre 1000 et 15 000 

ng·L-1.  

 

Au cours de notre expérimentation, aucune mortalité n’a été observée durant l’intégralité 

des périodes d’exposition. Seulement deux huitres sont mortes (sur les 128 utilisées) durant 

la période d’acclimatation.  
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Figure 5.3.1. Cinétique de contamination des unités expérimentales (UE). (A) La courbe en noir représente 

l’évolution théorique de la concentration nominale de pétrole brut injectée (exprimée en µg·L-1) dans les UE 

en fonction du temps. Les points jaunes représentent les temps d’échantillonnage d’eau (P1, Prélèvement n° 

1 ; P2, Prélèvement n°2, etc). Pour les analyses comportementales, deux périodes ont été définies en fonction 

des concentrations de pétrole brut injecté : la période d’exposition n°1 (E1) représentée sur fond orange et la 

période d’exposition n°2 (E2) représentée sur fond rouge. (B) Concentrations en HAP dans l’eau (somme de 

21 HAP parents et de 25 familles de HAP alkylés, exprimée en ng·L-1) en fonction des prélèvements et en 

fonction des conditions expérimentales. Moyennes des réplicas (1 et 2) ± 1 écart-type sauf pour P2 OH et P5 

ON.  Les analyses dans la condition CTRL n’ont pas été réalisées à P2, P4 et P7. Les huitres pour les analyses 

d’HAP et de protéomique ont été prélevés à P8 (flèches bleues). 
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5.3.2.2 Réponses comportementales des huitres en présence de pétrole seul 

 

Au cours de cette étude, les analyses comportementales ont été présentées pour chaque 

groupe d’huitre (i.e. dans chaque UE) sur une période de 15 jours (5 au 19 décembre). Puis 

pour chaque condition et période de temps, les résultats des réplicas ont été rassemblés et 

comparés statistiquement. Les 3 périodes de temps qui ont été définies pour cette 

comparaison sont (i) une période de référence (R, représentée en vert) de 74 h précédant le 

démarrage de la contamination (9 décembre 10 h au 12 décembre 12 h), (ii) la période 

d’exposition n° 1 au pétrole (E1, représentée en orange) de 74 h (12 décembre 13 h au 15 

décembre 15 h), (iii) la période d’exposition n° 2 au pétrole (E2, représentée en rouge) de 

65 h (15 décembre 16 h au 18 décembre 9 h).  

 

Au cours de la période d’exposition n°1 au pétrole brut seul, le comportement des huitres a 

été caractérisé par une chute significative de l’amplitude d’ouverture (en comparaison de la 

période de référence (R), p = 0,041 ; Fig. 5.3.2) et par une augmentation de l’agitation des 

valves pondérée (p = 0,00017 ; Fig. 5.3.4, VAI). Il n’a en revanche pas été noté de 

modification de la durée de fermeture (p = 0,35 ; Fig. 5.3.3) ou de l’agitation des valves non 

pondérée (p = 0,76 ; Fig. 5.3.4, VA). Ces résultats montrent donc que des concentrations 

moyennes en HAP de ≈ 120 – 175 ng·L-1 ont été détectées par les huitres et ont conduit à 

une modification significative de leur comportement. Ils illustrent la sensibilité du 

comportement de l’huitre couplé à la Valvométrie HFNI à ces concentrations 

environnementales faibles. Ces résultats doivent néanmoins être nuancés, d’une part dans 

le cadre d’un biomonitoring en milieu naturel car ils sont obtenus en conditions contrôlées 

de laboratoire et d’autre part, car bien que les concentrations mesurées en HAP soient 

relativement faibles, les huitres ont été exposées à un pétrole brut à des concentrations 

nominales non négligeables comprises entre 390 et 750 µg·L-1 et non à ces seuls HAP. La 

réponse comportementale des huitres apparait cependant cohérente avec celles des 

corbicules exposés à une concentration nominale de 400 µg·L-1 (§ 5.2; Miserazzi et al., 

2020a) et avec la littérature (Chapitre 2, § 2.4 ; Redmond et al., 2018).  

 

En revanche, au cours de la période d’exposition n°2 au pétrole brut seul, aux concentrations 

plus élevées, le comportement des huitres a évolué différemment. Il a été caractérisé par une 

augmentation de l’amplitude d’ouverture (en comparaison de la période de référence (R), p 
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= 1,5e-09 ; Fig. 5.3.2), une diminution des durées de fermeture (p = 1,1e-10 ; Fig. 5.3.3) et 

par une augmentation de l’agitation des valves pondérée ou non (p < 2.2e-16 ; Fig. 5.3.4). 

À notre connaissance, ce panel de réponse comportementale chez les bivalves, face à ce 

type de concentration mesurée en HAP (≈ 1930 – 4280 ng·L-1) ou de concentration nominale 

de pétrole brut (2800 µg·L-1), n’est pas référencé dans la littérature.  

 

En comparaison, il n’a pas été mis en évidence d’évolution significative du comportement 

des huitres dans la condition contrôle, quels que soient les périodes comparées et les 

paramètres étudiés (Fig. 5.3.5 ; Fig. 5.3.6 ; Fig. 5.3.7).  
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Figure 5.3.2. Evolution de l’amplitude d’ouverture horaire moyenne (VOA, exprimé en %). (A) VOA + 1 

erreur standard pour les huitres de la condition O réplica 1 (O1, n = 14-12 huitres) et O réplica 2 (O2, n = 15-

13 huitres). En vert, la période de référence (R, 74 h), en orange la période d’exposition au pétrole brut seul 

n°1 (E1, 74 h), et en rouge, la période d’exposition au pétrole brut seul n°2 (E2, 65 h). (B) Comparaison de 

VOA en fonction des périodes pour l’ensemble O1 et O2 (R, 148 valeurs ; E1, 148 valeurs ; E2, 130 valeurs). 

Des lettres différentes représentent des différences significatives (p < 0,05 ; test de Dunn avec correction de 

Holm).   

 

 

 

 

 

Figure 5.3.3. Evolution de la durée de fermeture horaire moyenne (VCD, exprimé en %). (A) VCD + 1 erreur 

standard pour les huitres de la condition O réplica 1 (O1, n = 14-12 huitres) et O réplica 2 (O2, n = 15-13 

huitres). En vert, la période de référence (R, 74 h), en orange la période d’exposition au pétrole brut seul n°1 

(E1, 74 h), et en rouge, la période d’exposition au pétrole brut seul n°2 (E2, 65 h). (B) Comparaison de VCD 

en fonction des périodes pour l’ensemble O1 et O2 (R, 148 valeurs ; E1, 148 valeurs ; E2, 130 valeurs). Des 

lettres différentes représentent des différences significatives (p < 0,05 ; test de Dunn avec correction de Holm).   
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Figure 5.3.4. Evolution de l’agitation des valves horaire moyenne (VA, exprimé en mm). (A) VA + 1 erreur 

standard pour les huitres de la condition O réplica 1 (O1, n = 14-12 huitres) et O réplica 2 (O2, n = 15-13 

huitres). En vert, la période de référence (R, 74 h), en orange la période d’exposition au pétrole brut seul n°1 

(E1, 74 h), et en rouge, la période d’exposition au pétrole brut seul n°2 (E2, 65 h). (B) Comparaison de VA et 

VAI (VA pondéré par VOA) en fonction des périodes pour l’ensemble O1 et O2 (R, 148 valeurs ; E1, 148 

valeurs ; E2, 130 valeurs). Des lettres différentes représentent des différences significatives (p < 0,05 ; test de 

Dunn avec correction de Holm).   

 

 

 

 

 

Figure 5.3.5. Evolution de l’amplitude d’ouverture horaire moyenne (VOA, exprimé en %). (A) VOA + 1 

erreur standard pour les huitres de la condition contrôle réplica 1 (CTRL1, n = 16-14 huitres) et réplica 2 

(CTRL2, n = 15-13 huitres). En vert, la période de référence (R, 74 h), en orange la période d’exposition n°1 

(E1, 74 h), et en rouge, la période d’exposition n°2 (E2, 65 h). (B) Comparaison de VOA en fonction des 

périodes pour l’ensemble CTRL1 et CTRL2 (R, 148 valeurs ; E1, 148 valeurs ; E2, 130 valeurs). Des lettres 

différentes représentent des différences significatives (p < 0,05 ; test de Dunn avec correction de Holm).   
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Figure 5.3.6. Evolution de la durée de fermeture horaire moyenne (VCD, exprimé en %). (A) VCD + 1 erreur 

standard pour les huitres de la condition contrôle réplica 1 (CTRL1, n = 16-14 huitres) et réplica 2 (CTRL2, 

n = 15-13 huitres). En vert, la période de référence (R, 74 h), en orange la période d’exposition n°1 (E1, 74 

h), et en rouge, la période d’exposition n°2 (E2, 65 h). (B) Comparaison de VCD en fonction des périodes 

pour l’ensemble CTRL1 et CTRL2 (R, 148 valeurs ; E1, 148 valeurs ; E2, 130 valeurs). Des lettres différentes 

représentent des différences significatives (p < 0,05 ; test de Dunn avec correction de Holm).   

 

 

 

 

 

Figure 5.3.7. Evolution de l’agitation des valves horaire moyenne (VA, exprimé en mm). (A) VA + 1 erreur 

standard pour les huitres de la condition contrôle réplica 1 (CTRL1, n = 16-14 huitres) et réplica 2 (CTRL2, 

n = 15-13 huitres).  En vert, la période de référence (R, 74 h), en orange la période d’exposition n°1 (E1, 74 

h), et en rouge, la période d’exposition n°2 (E2, 65 h). (B) Comparaison de VA et VAI (VA pondéré par VOA) 

en fonction des périodes pour l’ensemble CTRL1 et CTRL2 (R, 148 valeurs ; E1, 148 valeurs ; E2, 130 

valeurs). Des lettres différentes représentent des différences significatives (p < 0,05 ; test de Dunn avec 

correction de Holm).   
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5.3.2.3 Réponses comportementales des huitres en conditions multistress 

 

En ce qui concerne l’étude du comportement des huitres en conditions multistress, les 

analyses sont présentées de la même façon que les précédentes. Rappelons cependant que 

durant la période de référence de ces analyses, les huitres sont exposées, soit à la pollution 

sonore, soit à l’hypoxie.  

 

En présence de pollution sonore, lors de l’exposition additionnelle de pétrole brut aux 

concentrations de la période d’exposition n°1 (E1), le comportement des huitres n’a pas été 

modifié. En effet, l’amplitude d’ouverture des huitres exposées au pétrole brut + pollution 

sonore est identique à l’amplitude d’ouverture des huitres exposées à la pollution sonore 

uniquement (comparaison E1 et R, p = 0,82 ; Fig. 5.3.8). Mêmes conclusions pour la durée 

de fermeture (p = 1 ; Fig. 5.3.9), pour l’agitation des valves non pondérée (p = 0,35 ; Fig. 

5.3.10, VA) ou pondérée (p = 0,36 ; Fig. 5.3.10, VAI). Au cours de la période d’exposition 

n°1, la réponse au pétrole brut seul mis en évidence au cours des analyses précédentes (§ 

5.3.2.2) n’est donc pas retrouvée en présence de pollution sonore. Les conclusions sont en 

revanches différentes en ce qui concerne la période d’exposition n°2. En effet, de façon 

cohérente avec l’exposition des huitres au pétrole seul, on retrouve en présence de pollution 

sonore, une augmentation significative de l’amplitude d’ouverture des huitres (comparaison 

E2 et R, p = 3,3e-16 ; Fig. 5.3.8), une diminution des durées de fermeture (p = 4,1e-13 ; Fig. 

5.3.9) ainsi qu’une augmentation de l’agitation des valves pondérée (p = 1,3e-05 ; Fig. 

5.3.10, VAI) ou non (p < 2,2e-16 ; Fig. 5.3.10, VA).  

 

Globalement, le même panel de réponse se retrouve en présence d’hypoxie. Lors de 

l’exposition additionnelle de pétrole brut aux concentrations de la période d’exposition n°1 

(E1), le comportement des huitres n’est quasiment pas modifié. L’amplitude d’ouverture 

des huitres exposées au pétrole brut + hypoxie est identique à l’amplitude d’ouverture des 

huitres exposées à l’hypoxie uniquement (comparaison E1 et R, p = 0,58 ; Fig. 5.3.11). 

Mêmes conclusions pour la durée de fermeture (p = 0,75 ; Fig. 5.3.12) et pour l’agitation 

des valves non pondérée (p = 0,70 ; Fig. 5.3.13, VA). Seule l’agitation pondérée des valves 

augmente de façon significative (p = 0,036 ; Fig. 5.3.13, VAI) tout comme lors de 

l’exposition des huitres au pétrole brut seul (Fig. 5.3.4, VAI). Au cours de la période 

d’exposition n°1, la réponse au pétrole brut seul mis en évidence au cours des analyses 
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précédentes (§ 5.3.2.2) n’est donc quasiment pas retrouvée en présence d’hypoxie. Les 

conclusions sont à nouveau différentes en ce qui concerne la période d’exposition n°2. En 

effet, de façon cohérente avec l’exposition des huitres au pétrole seul, on retrouve en 

présence d’hypoxie, une augmentation significative de l’amplitude d’ouverture 

(comparaison E2 et R, p = 0,00083 ; Fig. 5.3.11), une diminution des durées de fermeture 

(p = 0,00026 ; Fig. 5.3.12) ainsi qu’une augmentation de l’agitation des valves pondérée (p 

= 2,2e-05 ; Fig. 5.3.13, VAI) ou non (p = 4,3e-11 ; Fig. 5.3.13, VA).  

 

Pour conclure, aux plus faibles concentrations de pétrole brut testées dans cette étude 

(période d’exposition n°1, E1), les caractéristiques de la réponse comportementale des 

huitres au pétrole brut seul n’ont pas été retrouvées en présence de pollution sonore ou 

d’hypoxie. Autrement dit, durant la période d’exposition E1, la pollution sonore « lourde » 

de 92 cargos / jour et l’hypoxie très profonde à PO2 = 2-3 kPa ont perturbé la réponse 

comportementale des huitres au pétrole brut. En revanche, lors de la période d’exposition 

n°2 (E2) à une concentration plus forte de pétrole brut, la réponse des huitres au pétrole est 

clairement retrouvée de façon significative, que cela soit en présence de la pollution sonore 

ou de l’hypoxie. 

 

Les données ne sont pas présentées de façon à être exploitées dans ce manuscrit mais en 

présence de pollution sonore seule, il a été observé une diminution de l’amplitude 

d’ouverture des valves des huitres et ce, de façon cohérente avec l’effet dépresseur de la 

pollution sonore mis en évidence dans le Chapitre 4 (Charifi et al., 2018). En présence 

d’hypoxie, il n’a pas été mis en évidence d’effet sur le comportement des huitres au travers 

des paramètres comportementaux étudiés.   
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Figure 5.3.8. Evolution de l’amplitude d’ouverture horaire moyenne (VOA, exprimé en %). (A) VOA + 1 

erreur standard pour les huitres de la condition pétrole + bruit réplica 1 (ON1, n = 16-14 huitres) et réplica 2 

(ON2, n = 15-13 huitres). En vert, la période de référence (R, 74 h), en orange la période d’exposition au 

pétrole brut n°1 (E1, 74 h), et en rouge, la période d’exposition au pétrole brut n°2 (E2, 65 h). (B) Comparaison 

de VOA en fonction des périodes pour l’ensemble ON1 et ON2 (R, 148 valeurs ; E1, 148 valeurs ; E2, 130 

valeurs). Des lettres différentes représentent des différences significatives (p < 0,05 ; test de Dunn avec 

correction de Holm).   

 

 

 

 

 

Figure 5.3.9. Evolution de la durée de fermeture horaire moyenne (VCD, exprimé en %). (A) VCD + 1 erreur 

standard pour les huitres de la condition pétrole + bruit réplica 1 (ON1, n = 16-14 huitres) et réplica 2 (ON2, 

n = 15-13 huitres). En vert, la période de référence (R, 74 h), en orange la période d’exposition au pétrole brut 

n°1 (E1, 74 h), et en rouge, la période d’exposition au pétrole brut n°2 (E2, 65 h). (B) Comparaison de VCD 

en fonction des périodes pour l’ensemble ON1 et ON2 (R, 148 valeurs ; E1, 148 valeurs ; E2, 130 valeurs). 

Des lettres différentes représentent des différences significatives (p < 0,05 ; test de Dunn avec correction de 

Holm).   
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Figure 5.3.10. Evolution de l’agitation des valves horaire moyenne (VA, exprimé en mm). (A) VA + 1 erreur 

standard pour les huitres de la condition pétrole + bruit réplica 1 (ON1, n = 16-14 huitres) et réplica 2 (ON2, 

n = 15-13 huitres). En vert, la période de référence (R, 74 h), en orange la période d’exposition au pétrole brut 

n°1 (E1, 74 h), et en rouge, la période d’exposition au pétrole brut n°2 (E2, 65 h). (B) Comparaison de VA et 

VAI (VA pondéré par VOA) en fonction des périodes pour l’ensemble ON1 et ON2 (R, 148 valeurs ; E1, 148 

valeurs ; E2, 130 valeurs). Des lettres différentes représentent des différences significatives (p < 0,05 ; test de 

Dunn avec correction de Holm).   

 

 

 

 

 

Figure 5.3.11. Evolution de l’amplitude d’ouverture horaire moyenne (VOA, exprimé en %). (A) VOA + 1 

erreur standard pour les huitres de la condition pétrole + hypoxie réplica 1 (OH1, n = 16-14 huitres) et réplica 

2 (OH2, n = 16-14 huitres). En vert, la période de référence (R, 74 h), en orange la période d’exposition au 

pétrole brut n°1 (E1, 74 h), et en rouge, la période d’exposition au pétrole brut n°2 (E2, 65 h). (B) Comparaison 

de VOA en fonction des périodes pour l’ensemble OH1 et OH2 (R, 148 valeurs ; E1, 148 valeurs ; E2, 130 

valeurs). Des lettres différentes représentent des différences significatives (p < 0,05 ; test de Dunn avec 

correction de Holm).   
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Figure 5.3.12. Evolution de la durée de fermeture horaire moyenne (VCD, exprimé en %). (A) VCD + 1 erreur 

standard pour les huitres de la condition pétrole + hypoxie réplica 1 (OH1, n = 16-14 huitres) et réplica 2 

(OH2, n = 16-14 huitres). En vert, la période de référence (R, 74 h), en orange la période d’exposition au 

pétrole brut n°1 (E1, 74 h), et en rouge, la période d’exposition au pétrole brut n°2 (E2, 65 h). (B) Comparaison 

de VCD en fonction des périodes pour l’ensemble OH1 et OH2 (R, 148 valeurs ; E1, 148 valeurs ; E2, 130 

valeurs). Des lettres différentes représentent des différences significatives (p < 0,05 ; test de Dunn avec 

correction de Holm).   

 

 

 

 

 

Figure 5.3.13. Evolution de l’agitation des valves horaire moyenne (VA, exprimé en mm). (A) VA + 1 erreur 

standard pour les huitres de la condition pétrole + hypoxie réplica 1 (OH1, n = 16-14 huitres) et réplica 2 

(OH2, n = 16-14 huitres). En vert, la période de référence (R, 74 h), en orange la période d’exposition au 

pétrole brut n°1 (E1, 74 h), et en rouge, la période d’exposition au pétrole brut n°2 (E2, 65 h). (B) Comparaison 

de VA et VAI (VA pondéré par VOA) en fonction des périodes pour l’ensemble OH1 et OH2 (R, 148 valeurs 

; E1, 148 valeurs ; E2, 130 valeurs). Des lettres différentes représentent des différences significatives (p < 0,05 

; test de Dunn avec correction de Holm).   
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5.3.2.4 Contamination des huitres  

 

La Figure 5.3.14 montre les concentrations en HAP (18 composés parents + 3 composés 

alkylés) dans le corps mou entier des huitres à l’issue de l’expérimentation c’est-à-dire à 

l’issue de 8 jours d’exposition des huitres au pétrole brut à différentes concentrations (§ 

5.3.2.1 ; Fig. 5.3.1 ; flèches bleues), en condition mono et multistress. Les huitres se sont 

significativement contaminées en présence de pétrole seul (O), de pétrole + pollution sonore 

(ON) et de pétrole + hypoxie (OH) par rapport aux huitres (C) non exposées 

(respectivement, p = 0,00053 ; p = 0,00557 ; p = 0,00250). Les valeurs médianes sont de 0 

ng·g-1 (ww) pour les huitres contrôles (C), de 418 ng·g-1 (ww) pour les huitres exposées au 

pétrole seul (O), de 315 ng·g-1 (ww) pour les huitres exposées au pétrole + pollution sonore 

(ON) et de 238 ng·g-1 (ww) pour les huitres exposées au pétrole + hypoxie (OH). Si l’on 

compare ces valeurs à celles de la littérature, les concentrations dosées dans les huitres à la 

suite de cette expérimentation sont entre 6 et 10 fois plus élevées que les concentrations 

moyennes mesurées dans le corps mou entier des huitres du bassin d’Arcachon (Auby et al., 

2013 ; ∑ 12 HAP ≈ 200 ng·g-1 (dw) ; i.e. ≈ 40 ng·g-1  (ww)), entre 12 et 20 fois plus élevées 

que les valeurs maximales mesurées dans les moules de différents sites côtiers de mer 

méditerranée (Galgani et al., 2011 ; ∑ 16 HAP ≈ 100 ng·g-1 (dw) ; i.e. ≈ 20 ng·g-1 (ww)) ou 

encore entre 5 et 8 fois plus élevées que les valeurs maximales moyennes relevées dans des 

huitres de la baie de Marennes Oléron (Luna-Acosta et al., 2015 ; ∑ 31 HAP ≈ 240 ng·g-1 

(dw) ; i.e. ≈ 48 ng·g-1 (ww)). 

 

 

Figure 5.3.14. Somme des concentrations en HAP (18 composés 

parents + 3 composés alkylés, exprimée en ng·g-1, poids frais) 

dans l’intégralité du corps mou des huitres à la fin de 

l’expérimentation (P8 le 20 Dec., flèche bleue sur la Fig. 5.3.1) 

pour les conditions contrôles (CTRL, n = 6 huitres), pétrole seul 

(O, n = 6 huitres), pétrole + bruit (ON, n = 5 huitres) et pétrole 

+ hypoxie (OH, n = 6 huitres). Des lettres différentes 

représentent des différences significatives (p < 0,05 ; test de 

Conover avec correction de Holm).   
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Dans notre expérimentation, en présence de pétrole (O, ON, OH), la contamination des 

huitres n’est pas statistiquement différente (p = 1 pour les comparaisons O et ON, O et OH, 

OH et ON). On peut cependant remarquer la plus large dispersion des données et la médiane 

plus élevée en présence de pétrole seul (O) qu’en présence de pétrole + pollution sonore 

(ON) ou de pétrole + hypoxie (OH). Ces observations pourraient suggérer que les conditions 

physiologiques des organismes étaient différentes au cours des expositions. En conditions 

hypoxiques, le niveau d’oxygénation était réglé à une pression partielle (PO2) de 2-3 kPa. 

Cette pression partielle correspond à la pression critique en dessous de laquelle l’activité 

ventilatoire des organismes aquatiques peut diminuer (Massabuau et Abele, 2011). En 

dessous de la pression critique, l’oxygénation devient limitante pour les cellules, l’activité 

des muscles ventilatoires diminue et donc la ventilation ralentit. Dans notre 

expérimentation, la tendance à la plus faible contamination des huitres exposées au pétrole 

+ hypoxie suggèrerait donc que leur activité ventilatoire devait probablement être limitée 

par le niveau d’oxygénation appliqué dans l’eau. Cette tendance vers une plus faible 

contamination se retrouve également chez les huitres exposées au pétrole + pollution sonore 

par rapport aux huitres exposées au pétrole seul. Cette observation est cohérente avec celles 

réalisées dans le Chapitre 4 (Charifi et al., 2018 ; Shi et al., 2019). Dans ce chapitre, il avait 

été montré que la pollution sonore pouvait réprimer l’activité générale des huitres, ce qui 

avait entre autres conduit à leur plus faible contamination par le cadmium. L’effet de la 

pollution sonore se retrouverait ici au travers de la tendance, non significative, à la plus 

faible contamination des huitres par les HAP.  

 

 

5.3.3 Conclusion 

 

Au cours de cette partie, nous nous sommes attachés à caractériser la réponse 

comportementale de l’huitre exposée à une concentration variable de pétrole brut dans des 

conditions contrôlées de laboratoire. Par suite, nous nous sommes attachés à caractériser 

cette réponse dans un contexte multistress. Enfin, nous avons présenté l’accumulation de 

HAP dans le corps mou des huitres exposées. 

Au cours de la première période d’exposition (74 h), les huitres ont été exposées à une 

concentration nominale de 390 µg·L-1 puis de 750 µg·L-1 de pétrole brut. Durant cette 
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période, les concentrations moyennes dosées en HAP étaient comprises entre ≈ 120 et 175 

ng·L-1. Durant la seconde période d’exposition (65 h), les huitres ont été exposées à une 

concentration nominale de pétrole brut de 2800 µg·L-1. Les concentrations moyennes en 

HAP dosés dans l’eau étaient comprises entre ≈ 1930 – 4280 ng·L-1 durant cette période. 

Alors que les concentrations nominales de pétrole brut sont relativement importantes (Kim 

et al., 2013 ; Li et al., 2010), les concentrations mesurées en HAP sont dans la gamme faible 

ou moyenne des valeurs considérées comme environnementales (Sousa et al., 2018 ; 

Incardona et al., 2014). Durant la première période d’exposition, le comportement des 

huitres était marqué par une chute de l’amplitude d’ouverture et par une augmentation de 

l’indice d’agitation des valves (agitation des valves pondérée). Ces modifications 

comportementales apparaissent cohérentes avec celles décrites chez les corbicules exposés 

à une concentration nominale de 400 µg·L-1 durant une période de 240 h en conditions semi-

naturelles (§ 5.2 ; Miserazzi et al., 2020a). Durant la seconde période d’exposition, le 

comportement des huitres est, à l’inverse, caractérisé par une augmentation de l’amplitude 

d’ouverture, par une diminution des durées de fermeture et par une augmentation de 

l’agitation des valves, qu’elle soit ou non pondérée. Un continuum de la réponse 

comportementale pourrait donc être envisagé en fonction des concentrations d’exposition.  

En conditions multistress, nous avons choisi de travailler avec une pollution sonore 

relativement importante (avec un protocole identique à celui décrit dans le Chapitre 4 ; 

Charifi et al., 2018), une hypoxie également importante (2-3 kPa) et nous avons choisi de 

préexposer les huitres à ces deux facteurs de stress. Le but était ici de renforcer l’effet 

potentiellement confondant de ces deux perturbateurs sur la réponse des huitres au pétrole. 

Durant la première période d’exposition au pétrole en conditions multistress, les 

caractéristiques de la réponse comportementale des huitres observées en présence de pétrole 

brut seul n’ont pas été retrouvées, que cela soit en présence de pollution sonore ou 

d’hypoxie. En revanche, lors de la seconde période d’exposition au pétrole brut (aux 

concentrations testées plus élevées), que cela soit en présence de pollution sonore ou 

d’hypoxie, la réponse des huitres au pétrole seul a été clairement retrouvée, de façon 

significative. À ces concentrations, le comportement des huitres, qui ne semble pas indiquer 

un comportement de protection face à la contamination, pourrait être la conséquence d’une 

accumulation importante d’hydrocarbures dans leur milieu intérieur et de leurs effets 

toxiques. À l’issue de cette expérimentation, les dosages de HAP réalisés dans les huitres 

entières indiquent une contamination significative des huitres exposées, une absence de 
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différence significative d’accumulation entre conditions d’exposition, et des valeurs 

médianes qui sont relativement élevées par rapport aux valeurs d’accumulation pouvant être 

recensées dans le milieu naturel.   
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5.4 Conclusions du chapitre 

 

Dans ce chapitre nous avons étudié la réponse comportementale de deux mollusques 

bivalves, C. fluminea, une palourde d’eau douce, et M. gigas, l’huitre du Pacifique. 

L’expérimentation sur C. fluminea a été réalisée sur le site des Rivières Pilotes de TOTAL 

à Lacq, en milieu semi-naturel. Celle sur M. gigas a été réalisée en laboratoire, à la Station 

Marine d’Arcachon, en conditions contrôlées. En supplément du suivi continu du 

comportement, nous avons analysé, en collaboration avec le Cedre, la contamination de 

différents tissus cibles en relation avec le comportement chez C. fluminea et du corps mou 

entier des huitres M. gigas.   

 

Lors de l’expérimentation en conditions semi-naturelles avec C. fluminea, la concentration 

de pétrole brut a été maintenue constante (concentration nominale, 400 µg∙L-1 ; 

concentration mesurée en HCT, ≈ 170 µg∙L-1). Les facteurs de stress additionnels ainsi que 

leur « force » ont été choisis de façon à se rapprocher de situations pouvant être rencontrées 

dans le milieu naturel. Le baryum a été utilisé à des concentrations de 90 – 100 µg∙L-1 (bruit 

de fond géochimique, ≈ 14 µg∙L-1), la pollution sonore a été mimée par le passage de 4 – 7 

passages de cargo par jour (pression sonore maximale, ≈ 150 dB re 1 μPa), la turbidité a été 

réalisée sous la forme de pulses de 3 heures par jour à ≈ 260 NTU. En parallèle, un autre 

facteur de stress s’est ajouté de façon non contrôlée : la chute de la température de l’eau (de 

12,5 à 6,5 °C). En conditions de laboratoire avec l’huitre, nous avons voulu compléter et 

étendre les observations faites en extérieur dans les rivières artificielles d’eau douce. Nous 

avons travaillé en circuits ouverts d’eau de mer à concentration variable de pétrole brut 

(concentrations nominales, 390 à 2800 µg∙L-1 ; concentrations mesurées en HAP, ≈ 120 à 

4300 ng∙L-1). En conditions multistress, nous avons cette fois-ci testé l’impact d’une très 

forte hypoxie (PO2 maintenue à 2-3 kPa contre 21 kPa dans une eau équilibrée à l’air) et 

d’une forte pollution sonore (identique à celle du Chapitre 4 ; 92 passages de cargo par jour ; 

pression sonore maximale, ≈ 150 dB re 1 μPa).  

 

Les principales conclusions de ce chapitre sont les suivantes :  

 

Il n’y a pas de différence fondamentale entre les deux espèces étudiées ici (C. fluminea et 

M. gigas) en ce qui concerne la réponse comportementale au pétrole brut. En conditions 
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semi-naturelles et à une concentration nominale de 400 µg·L-1, le comportement des 

corbicules est caractérisé par l’évolution de 3 paramètres : la diminution de l’amplitude 

d’ouverture, l’augmentation des durées de fermeture et l’augmentation de l’indice 

d’agitation des valves. A des concentrations nominales comprises entre 390 et 750 µg·L-1, 

le comportement des huitres a été caractérisé par l’évolution de 2 de ces paramètres : la 

diminution de l’amplitude d’ouverture et l’augmentation de l’indice d’agitation des valves.  

 

Si l’on met ces résultats en parallèle de ceux de Bénégui et al. (2014), on s’aperçoit que la 

réponse comportementale au pétrole brut analysée avec la Valvométrie HFNI est fiable et 

reproductible dans le temps (expérimentations réalisées en 2014, 2016-2017, 2018).  

 

Le type de réponse comportementale dépend de la concentration de pétrole brut. Nous 

l’avons montré ici chez l’huitre (§ 5.3). En effet, lors de l’exposition de l’huitre à des 

concentrations nominales s’élevant à 2800 µg·L-1, nous avons observé un comportement 

caractérisé par une augmentation des durées d’ouverture, par une augmentation de 

l’amplitude d’ouverture et par une augmentation globale de l’agitation des valves.   

 

Chez C. fluminea, en conditions semi-naturelles multistress, la présence de baryum, 

l’exposition à des pulses de turbidité, à la pollution sonore générée par le passage de 4 à 7 

cargos par jour et la chute de la température de l’eau n’ont pas masqué la réponse 

comportementale au pétrole brut. En ce qui concerne la contamination des corbicules, nous 

avons montré que les branchies étaient plus contaminées que le pied qui était plus contaminé 

que les muscles adducteurs. Bien qu’il existe un lien entre comportement et contamination 

des corbicules exposés et non exposés au pétrole brut, il ne semble pas exister de lien évident 

entre le comportement et la contamination des corbicules exposés au pétrole brut seul ou en 

condition multistress (concentration nominale d’exposition, 400 µg·L-1 ; concentration 

mesurée, ≈ 170 µg·L-1).  

 

Il apparait également que la lisibilité de la réponse comportementale au pétrole brut en 

présence d’autres facteurs de stress dépend de la puissance de l’ensemble des facteurs de 

stress. Chez l’huitre, en présence d’hypoxie profonde (PO2 = 2-3 kPa) ou de pollution sonore 

générée par le bruit de 92 cargos par jour, la réponse comportementale au pétrole brut est 

claire et discernable à 2800 µg·L-1 mais ne l’est pas pour des concentrations nominales 
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comprises entre 390 et 750 µg·L-1. En ce qui concerne la contamination, l’hypoxie et la 

pollution sonore pourraient tendre à diminuer la contamination du milieu intérieur des 

huitres en présence de pétrole brut.  

 

Afin de mieux comprendre les modifications du milieu intérieur induites par le pétrole brut, 

sous-jacentes aux modifications comportementales, des analyses du protéome au sein de 

différents tissus d’intérêt ont été réalisées et sont présentées dans le chapitre suivant 

(Chapitre 6).   

 

  



 

145 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE 6 

PERTURBATIONS SOUS-

JACENTES AU COMPORTEMENT 

EN PRESENCE DE PETROLE 

BRUT SEUL 
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6.1 Introduction  

 

En parallèle de l’analyse du comportement présentée dans le chapitre précédent, le second 

objectif de ces travaux de thèse était d’aborder les perturbations du milieu intérieur sous-

jacentes aux modifications comportementales. In fine, nous cherchons à avoir une vision à 

distance, par la simple lecture du comportement, des types de perturbations physiologiques 

et cellulaires que subissent les mollusques bivalves face à une contamination par le pétrole.  

 

Précédemment, nous avons vu que la réponse comportementale des corbicules exposés au 

pétrole brut était caractérisée par l’évolution de 3 grands paramètres : la diminution de 

l’amplitude d’ouverture (VOA), l’augmentation des durées de fermeture (VCD) et 

l’augmentation de l’agitation des valves durant les périodes d’ouverture (VAI). Pour la 

même gamme de concentrations de pétrole brut dans l’eau, le changement de comportement 

de l’huitre est semblable à celui des corbicules. En parallèle, nous avons vu que la 

contamination par les HAP était significative dans les branchies des corbicules exposés au 

pétrole brut et qu’elle ne l’était pas dans le pool muscles + ganglions nerveux. Néanmoins, 

cela ne nous permet pas de conclure à une absence totale de contamination dans les 

ganglions nerveux car (i) leur masse est très nettement inférieure à celle des muscles et (ii) 

les tissus nerveux sont des tissus riches en lipides, notamment par rapport aux muscles. Ils 

pourraient donc être significativement contaminés sans que cela apparaisse dans le dosage.  

 

Pour avoir une vision d’ensemble des mécanismes modifiés dans le milieu intérieur des 

corbicules à l’issue des premiers jours d’exposition au pétrole brut, nous avons choisi la 

protéomique différentielle (i.e. entre corbicules exposés vs non exposés), ciblée sur des 

tissus d’intérêt. Ces analyses ont été faites sur des corbicules exposés aux rivières 

artificielles à Lacq en même temps que celles qui ont servi à l’analyse comportementale 

présentée dans le Chapitre 5 (§ 5.2). Ces résultats sont présentés dans le § 6.2 qui suit. Ils 

font l’objet d’une publication (Miserazzi et al. 2020b). 

 

Quand on s’intéresse au comportement, le cerveau est l’organe clé, le comprendre est la 

base des neurosciences comportementales. C’est l’organe dont le fonctionnement a des 

répercussions directes sur nos capacités cognitives et comportementales. Prélever 

uniquement du tissu nerveux (le ganglion viscéral par exemple) chez le corbicule pour faire 
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de la protéomique était une gageure irréaliste. Les tissus sont très petits, la dissection aurait 

été trop longue et les protéines potentiellement impactées avant la fin du prélèvement. Chez 

l’huitre, le challenge était réalisable. De plus, nous avons vu que l’huitre est un cas unique 

comparé à l’ensemble des autres mollusques bivalves. Le ganglion viscéral a été assimilé à 

un « cerveau » qui regrouperait diverses fonctions puisqu’il est le résultat de la fusion de 

plusieurs ganglions (Chapitre 3 ; § 3.4.1). Nous avons donc profité de cette particularité 

anatomique pour prélever, chez des huitres dont le comportement et la contamination ont 

été étudiés dans le Chapitre 5 (§ 5.3), les ganglions viscéraux des animaux contrôles et des 

animaux exposés au pétrole brut seul. Le but était de réaliser une analyse protéomique 

totalement originale. Les résultats sont présentés dans le § 6.3 de ce chapitre. Ils feront 

l’objet d’un article par la suite. 
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6.2 Article: Proteome changes in muscles, ganglia, and gills in 

Corbicula fluminea clams exposed to crude oil: relationship with 

behavioural disturbances. 

 

https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2020.105482 

 

Les analyses présentées ici ont été réalisées dans le pool muscles + ganglions et dans les 

branchies de corbicules exposés ou non au pétrole brut seul lors de l’expérience rapportée 

dans le Chapitre 5 (§ 5.2). Ces tissus ont été sélectionnés pour leurs rôles d’intérêts en 

relation avec le comportement et face à la contamination. L’analyse protéomique a été 

choisie car elle nous permet d’accéder aux perturbations du milieu intérieur de façon 

globale, sans a priori préalable (comme lors de l’analyse de gènes cibles par exemple). Les 

objectifs de ces analyses de protéomique réalisées sont doubles. Premièrement, ces analyses 

ont pour but de nous permettre d’aboutir à une caractérisation plus complète des 

perturbations induites chez des corbicules exposés au pétrole brut, en plus des analyses 

comportementales et de contamination. Deuxièmement, ces analyses ont pour but de nous 

permettre de proposer un ou plusieurs scénario(s) pouvant expliquer les changements de 

comportement des corbicules exposés au pétrole brut.  

 

 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2020.105482
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6.3 Analyse du protéome du ganglion viscéral de l’huitre M. gigas  

 

6.3.1 Introduction 

 

Dans la partie précédente (§ 6.2), nous nous sommes attachés à tenter de mieux comprendre 

les perturbations du milieu intérieur des corbicules exposés au pétrole brut en conditions 

semi-naturelles. Nous avons réalisé des analyses de protéomique sur le pool muscles + 

ganglions nerveux et sur les branchies de corbicules exposés ou non au pétrole brut. 

Diverses informations d’intérêt ont été relatées ou attribuées à la perturbation de l’activité 

des cellules nerveuses des ganglions, et ce, à partir des résultats obtenus pour l’ensemble 

tissulaire muscles + ganglions. Pour des raisons techniques (ganglion très petit, trop long à 

disséquer), on ne pouvait pas aller plus loin chez le corbicule. Chez l’huitre par contre, il 

nous a été possible de dissocier spécifiquement le ganglion viscéral du tissu musculaire en 

un temps satisfaisant lors des dissections. Comme chez les corbicules, le système nerveux 

de l’huitre est décentralisé. Néanmoins, le ganglion viscéral de l’huitre est très développé et 

peut-être considéré comme l’élément majeur de son système nerveux (Sugawara, 1964 ; cf. 

Chapitre 2, § 3.4.1). Dans la partie qui vient, nous nous sommes donc attachés à étudier 

spécifiquement les perturbations du ganglion viscéral de l’huitre exposée au pétrole brut, 

durant 8 jours en conditions contrôlées de laboratoire (échantillonnées à P8, Fig. 5.3.1, 

flèche bleue), à travers une approche de protéomique similaire à celle utilisée chez les 

corbicules. Cette partie vient en complément du § 5.3 (Chapitre 5) où le comportement des 

huitres a été décrit en fonction des différentes concentrations de pétrole brut appliquées. Les 

analyses du protéome des ganglions viscéraux de 12 d’entre elles (6 huitres contrôles et 6 

huitres exposées au pétrole brut) sont présentées ici.  
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6.3.2 Résultats 

 

Un total de 5057 protéines a été identifié dans les ganglions viscéraux des huitres. Parmi 

elles, 4490 ont été conservées après traitement des données (le traitement des données est 

identique à celui réalisé dans Miserazzi et al., 2020b ; § 6.2.2). La différence d’abondance 

de 330 d’entre elles est significative entre huitres exposées ou non au pétrole brut (soit 7,4 

% des 4490 protéines ; FDR < 0,2). L’analyse en composante principale (ACP) réalisée 

avec ces 330 protéines significatives (Fig. 6.2.1) montre une claire individualisation des 

huitres exposées et des huitres non exposées, en permettant l’explication de 71,1 % de la 

variabilité totale (Composant 1 (62,2 %) + Composant 2 (8,9 %)).  

 

 

Figure. 6.2.1. Analyse en Composantes Principales (ACP) des protéines (FDR < 0,2) du ganglion viscéral des 

huitres. L’analyse sépare clairement les 6 huitres exposées au pétrole brut (OIL, cercles gris, à droite) et les 6 

huitres contrôles (CTRL, cercles blancs, à gauche).  

 

 

Cette ségrégation se retrouve de façon claire au niveau du clustering vertical de la heatmap 

(Fig. 6.2.2) avec d’un côté le regroupement des ganglions viscéraux des individus exposés 

(n = 6) et de l’autre le regroupement des non-exposés (n = 6). Le clustering horizontal laisse 

apparaitre deux groupes : le premier (gris foncé), est caractérisé par 178 protéines dont 

l’abondance est moins importante chez les huitres exposées que chez les non exposées et le 

second (gris clair), est caractérisé par les 152 protéines dont l’abondance est plus importante.  
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Figure. 6.2.2. Heatmap des protéines (FDR < 0,2) du ganglion viscéral des huitres. En rouge, les protéines 

dont l’abondance relative est plus importante chez les huitres exposées au pétrole brut et en vert, les protéines 

dont l’abondance relative est moins importante. Le clustering vertical sépare les 6 ganglions viscéraux des 

huitres exposées (OIL) des 6 ganglions viscéraux des huitres contrôles (CTRL). Le clustering horizontal sépare 

les protéines moins abondantes dans les ganglions viscéraux des huitres exposées (cluster gris foncé, n = 178 

protéines) des protéines plus abondantes (cluster gris clair ; n = 152 protéines).   



 

165 

 

Les protéines sous abondantes dans le ganglion viscéral des huitres exposées au pétrole 

brut sont majoritairement impliquées dans des processus biologiques liés au métabolisme 

général, c’est-à-dire à l’ensemble des réactions d’anabolisme et de catabolisme permettant 

aux organismes de transformer les substances chimiques (en référence aux termes 

« metabolic process », « small molecule metabolic process », « oxidation-reduction 

process » et « ATP metabolic process » ; Fig 6.2.3A).  

L’analyse des fonctions moléculaires (Fig. 6.2.4A) met en évidence la fonction « binding 

drug » qui traduit un effet sur les interactions des protéines avec une ou plusieurs substances 

(drogue, médicament), naturelle ou synthétique autre qu’un nutriment, en mesure d’affecter 

la structure ou le fonctionnement d’un organisme. L’analyse des fonctions moléculaires de 

cet ensemble de protéines (Fig. 6.2.4A) montre également que nombreuses d’entre elles 

présentent une activité catalytique (Fig. 6.2.4A ; « catalytic activity ») et sont autrement dit 

des enzymes. Ces enzymes, en plus de jouer un rôle dans les mécanismes de « binding 

drug », jouent un rôle dans la catalyse de réactions redox (Fig. 6.2.4A ; « oxidoreductase 

activity ») et/ou dans la catalyse d’autres réactions plus spécifiques (en référence aux termes 

« GTP cyclohydrolase I activity », « phosphotransferase activity alcohol group as 

acceptor », « xylulokinase activity », « kynureninase activity », « methylmalonyl-CoA 

mutase activity » ; Fig. 6.2.4A). La perturbation de l’activité de la xylulokinase peut être 

mise en parallèle de la perturbation de la voie biologique « Pentose and glucuronate 

interconversions » mise en évidence par l’analyse KEGG (Fig. 6.2.6A). Elle traduit une 

perturbation spécifique du métabolisme glucidique.  

Enfin, on retrouve la perturbation de l’ATP synthase, pompe à protons à l’origine de la 

génération d’ATP, via les termes « proton-transporting ATP synthase activity, rotational 

mechanism » (Fig. 6.2.4A) et « proton transporting two-sector ATPase complex, catalytic 

domain » (Fig. 6.2.5A). Ces niveaux d’analyse complètent la mise en évidence de la 

perturbation du processus biologique « ATP metabolic process » (Fig. 6.2.3A).  

 

L’analyse des processus biologiques associés aux protéines surabondantes (Fig. 6.2.3B) 

met en évidence que nombreuses d’entre elles sont impliquées dans des réactions liées aux 

composés organiques azotés. Ces composés sont par exemple des amines, présentes dans 

les acides aminés ou dans divers neurotransmetteurs (Fig. 6.2.3B ; « organonitrogen 

compound metabolic process »).  



 

166 

 

L’analyse met également en évidence le processus biologique « regulation of microtubule 

polymerization or depolymerization » c’est-à-dire tout processus qui module la dynamique 

de la polymérisation - dépolymérisation des microtubules par l'addition ou l'élimination de 

dimères de tubuline (Fig. 6.2.3B). La perturbation du fonctionnement des fibres du 

cytosquelette se retrouve également dans l’analyse des fonctions moléculaires (Fig 6.2.4B ; 

« cytoskeletal adaptator activity »). Les analyses mettent aussi en évidence la perturbation 

du processus biologique d’acétylation des histones (en référence au terme « histone 

acetyltransferase activity » c’est-à-dire à la réaction : acetyl-CoA + histone = CoA + acetyl-

histone ; Fig. 6.2.3B et 6.2.4B). Ce processus réversible est associé à l’activation du 

mécanisme de transcription. En complément de la perturbation de ce mécanisme, on note la 

perturbation d’une étape de la traduction (Fig 6.2.4B ; « aminoacyl-tRNA ligase activity »).  

L’analyse des composants cellulaires (Fig. 6.2.5B) met en évidence la perturbation de la 

membrane du réticulum endoplasmique, un organite aussi appelé corps de Nissl dans les 

neurones, qui participe à la synthèse protéique.  

L’analyse des fonctions moléculaires (Fig. 6.2.4) montre la surabondance de protéines 

constitutives de la matrice extracellulaire (Fig. 6.2.4B ; « extracellular matrix structural 

constituant ») qui joue un rôle central au sein du système nerveux en participant notamment 

à la régulation de la plasticité synaptique. En complément, on retrouve dans l’analyse des 

composés cellulaires (Fig. 6.2.5), une famille de protéines structurelles constitutives de cette 

matrice (Fig 6.2.5B ; « collagen trimer »).  

On retrouve également un nombre relativement important de protéines impliquées dans la 

régulation des fonctions moléculaires et dans l’activité de protéolyse (Fig. 6.2.4B ; 

« regulation of molecular functions » ; « peptidase activity »).  

Enfin, l’analyse KEGG (Fig. 6.2.6B) met en évidence l’induction des voies biologiques du 

cancer ainsi que de la voie du « Transforming Growth Factor-beta » (TGF-β). Les protéines 

membres de cette famille sont impliquées dans un large spectre de fonctions telles que la 

prolifération, l’apoptose (mort cellulaire programmée), la différenciation et la migration 

cellulaire (Fig. 6.2.6B).  
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Figure. 6.2.3. Analyses d’enrichissement des protéines (FDR < 0,2) du ganglion viscéral des huitres. Réseaux 

fonctionnels réalisés avec les données Biological Process de Gene Ontology (GOBP ; p < 0,05), pour (A) les 

protéines dont l’abondance est moins importante chez les huitres exposées au pétrole brut et pour (B) les 

protéines dont l’abondance est plus importante chez les huitres exposées.  
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Figure. 6.2.4. Analyses d’enrichissement des protéines (FDR < 0,2) du ganglion viscéral des huitres. Réseaux 

fonctionnels réalisés avec les données Molecular Functions de Gene Ontology (GOMF ; p < 0,05), pour (A) 

les protéines dont l’abondance est moins importante chez les huitres exposées au pétrole brut et pour (B) les 

protéines dont l’abondance est plus importante chez les huitres exposées.  
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Figure. 6.2.5. Analyses d’enrichissement des protéines (FDR < 0,2) du ganglion viscéral des huitres. Réseaux 

fonctionnels réalisés avec les données Cellular Component de Gene Ontology (GOCC ; p < 0,05), pour (A) 

les protéines dont l’abondance est moins importante chez les huitres exposées au pétrole brut et pour (B) les 

protéines dont l’abondance est plus importante chez les huitres exposées.  

 

Figure. 6.2.6. Analyses d’enrichissement des protéines (FDR < 0,2) du ganglion viscéral des huitres. Réseaux 

fonctionnels réalisés avec les données KEGG Pathway (pV < 0,05), pour (A) les protéines dont l’abondance 

est moins importante chez les huitres exposées au pétrole brut et pour (B) les protéines dont l’abondance est 

plus importante chez les huitres exposées.  
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6.3.3 Discussion 

 

Les analyses en réseaux représentant les protéines sous abondantes dans les ganglions 

viscéraux des huitres exposées au pétrole brut font apparaitre la perturbation du 

métabolisme de l’ATP (adénosine triphosphate). L’ATP est synthétisé au sein des 

mitochondries par l’ATP synthase lors de l’étape finale de la chaine de transport des 

électrons. D’après les analyses, la perturbation de ce processus serait ici en lien avec la 

perturbation du mécanisme rotationnel des sous-unités de l’ATP synthase insérées dans la 

bicouche lipidique de la membrane mitochondriale interne (Elston et al., 1998 ; Stock et al., 

1999). L’ATP possède de multiples fonctions intracellulaires bien référencées. En tant que 

ressource énergétique universelle, il soutient la réalisation des réactions chimiques du 

métabolisme, le transport actif ou encore la génération du mouvement. L’ATP agit 

également en tant que donneur de groupement phosphate et en tant que précurseur d’un 

certain nombre de cofacteurs enzymatiques. L’ATP possèderait également des fonctions de 

signalisation intercellulaire, et est, à ce titre, considéré comme neurotransmetteur du 

système nerveux (Burnstock, 2006 ; Zimmermann, 2008).  

 

L’ensemble des protéines sous abondantes est également caractérisé par d’autres processus 

biologiques liés au métabolisme au sens large, au métabolisme des glucides ou par la 

présence de nombreuses protéines exerçant des activités enzymatiques. On observerait donc 

une chute de l’activité des cellules nerveuses du ganglion viscéral des huitres exposées au 

pétrole. Ces perturbations paraissent en cohérence avec un des modes de toxicité du pétrole, 

la narcose. La narcose consiste en une perturbation réversible et non spécifique du 

fonctionnement des membranes biologiques du fait de l’accumulation de composés 

hydrophobes dans ces bicouches lipidiques. Cela entraine une diminution globale de 

l’activité des cellules et, in fine, des organismes (van Wezel and Opperhuizen, 1995). C’est 

une forme d’anesthésie.  

 

L’analyse des protéines surabondantes dans les ganglions viscéraux des huitres exposées au 

pétrole brut montre également des protéines impliquées dans quelques processus 

métaboliques spécifiques. On observerait donc un remaniement global des processus 

métaboliques bien que la chute de l’activité apparaisse tout de même comme la variation 

majeure. D’après Anderson et al. (2015), qui ont réalisé une méta-analyse de la littérature 
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concernant les effets de plusieurs stress environnementaux sur l’expression des gènes de 

l’huitre (études réalisées sur : glande digestive, branchies, hépatopancréas, manteau, 

gonade, l’hémolymphe), la dérégulation générale des processus métaboliques fait partie de 

l’ensemble de base perturbé en présence d’un stress.  

 

L’analyse des protéines surabondantes dans les ganglions viscéraux des huitres exposées au 

pétrole traduit également une perturbation de l’activité des microtubules et de l’activité 

d’une famille de protéines motrices des microtubules, les dynéines. En cohérence avec ces 

résultats, Salazar-Coria et al. (2019), ont mis en évidence la perturbation du remodelage des 

microtubules dans le tissu cérébral du poisson Oreochromis niloticus exposé à un pétrole 

brut. Les microtubules sont des constituants du cytosquelette très présents dans les neurones 

où ils jouent notamment un rôle fondamental dans le transport axonal (Sleigh et al., 2019 ; 

Yogev et al., 2016). Le transport axonal est le processus par lequel le matériel cellulaire 

transite d’une extrémité à l’autre du neurone. On parle de transport antérograde lors du 

transport allant du corps cellulaire vers l’extrémité de l’axone et du transport rétrograde 

dans l’autre sens (Millecamps et Julien, 2008). Ces différents types de transport sont rendus 

possibles, d’une part grâce aux filaments du cytosquelette, qui servent de voies de 

communication et, d’autre part grâce aux protéines motrices, qui utilisent l’ATP pour faire 

transiter le matériel cellulaire le long des fibres du cytosquelette. Parmi elles, les dynéines 

sont spécifiques du transport rétrograde dont le rôle est de faire transiter des facteurs de 

croissance ou des vésicules de dégradation contenant des agrégats de protéines et/ou des 

organites âgés (Guedes-Dias et Holzbaur, 2019). Les processus de transport axonal sont 

considérés comme essentiels pour le fonctionnement, le développement et la survie 

neuronale, mais l’importance de leur implication dans diverses pathologies du système 

nerveux est encore souvent débattue (Sleigh et al., 2019).  

 

Enfin, l’analyse des protéines surabondantes dans les ganglions viscéraux des huitres 

exposées au pétrole traduit également une perturbation des constituants de la matrice 

extracellulaire (MEC). La MEC est un assemblage de macromolécules (collagènes, 

protéoglycanes, et glycoprotéines notamment) qui lie les cellules entre elles et détermine 

l’architecture des tissus. Les molécules de la MEC, en plus d’interagir entre elles, permettent 

de coordonner des fonctions cellulaires telles que la prolifération, la migration ou la 

différenciation à travers divers récepteurs cellulaires de surface. Dans le système nerveux, 
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la MEC coordonne aussi la synaptogenèse et la plasticité synaptique (c’est-à-dire la capacité 

des synapses à faire varier l’efficacité de leur transmission ; Dityatev et al., 2010 ; Dityatev 

et Schachner, 2003).  

 

Étonnement, l’ensemble des protéines significativement sous abondantes est caractérisé par 

la fonction « binding drug » qui pourrait être liée à la chute générale de l’activité cellulaire 

(narcose) et pourrait avoir un effet particulièrement néfaste dans le cas de la contamination 

du ganglion viscéral. En parallèle, l’analyse des protéines classiquement impliquées (ou 

suspectées d’être impliquée) dans les processus de biotransformation met en évidence la 

sous abondance du cytochrome P450 3A24 (FC, 0.3 ; FDR, 0.16). Suite à l’exposition de 

l’huitre M. gigas au pétrole brut, Lopez-Landavery et al. (2019) avaient rapporté 

l’augmentation de l’expression du gène de ce cytochrome P450 3A24 dans la glande 

digestive. La surexpression du gène CYP3 a également été rapportée dans d’autres études 

suite à l’exposition de mollusques bivalves ou invertébrés au pétrole brut ou à des HAP (Ertl 

et al., 2016 ; Rewitz et al., 2004 ; Piazza et al., 2016). L’analyse des protéines met également 

en évidence la sous abondance de la protéine MDR1 (Multidrug resistance protein 1 ; FC, 

0.1 ; FDR, 0.05). Cette protéine, qui appartient à la super famille des transporteurs ABC 

(ATP Binding Cassette), est une pompe d’efflux transmembranaire qui permet le transport 

actif de composés endogènes ou exogènes hors des cellules (Brinkmann et Eichelbaum, 

2001 ; Hoffmann et Kroemer, 2004). En ce qui concerne le système nerveux, son importance 

dans les mécanismes de détoxification du cerveau a été initialement mise en évidence chez 

la souris génétiquement déficiente pour cette protéine (Schinkel et al., 1994). Les protéines 

MDR1 permettent de réguler l’exposition des tissus cérébraux à diverses drogues, agents 

thérapeutiques, contaminants ou tout composés relativement lipophiles en capacité de 

traverser la barrière hémato-encéphalique (Golden et Pollack, 2003). Les transporteurs 

ABC, et notamment la protéine MDR1, sont donc considérés comme des facteurs clés 

régissant l’homéostasie du tissu cérébral et permettant sa protection (Mahringer et Fricke, 

2016). Chez l’huitre exposée au pétrole brut, la sous-abondance marquée de la protéine 

MDR1 pourrait donc exacerber l’effet d’une potentielle contamination des cellules 

nerveuses du ganglion viscéral par des composés hydrocarbonés. L’induction d’une 

protéine cousine, la MXR, avait été mise en évidence dans les branchies de corbicules lors 

d’une contamination par le cadmium (Legeay et al., 2005) et l’uranium (Tran et al., 2005).  
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Par ailleurs, l’analyse détaillée des protéines met également en évidence la perturbation de 

deux enzymes de défense contre des espèces réactives de l’oxygène (ROS). La superoxyde 

dismutase Cu/Zn (FC, 4.6 ; FDR, 0.19) qui catalyse la réaction de transformation de l'anion 

superoxyde en peroxyde d'hydrogène en dehors de la matrice mitochondriale ; la glutathione 

peroxydase (FC, 0.7 ; FDR, 0.20) qui catalyse la réaction de transformation du peroxyde 

d'hydrogène en eau dans la matrice mitochondriale. L'abondance respective de ces deux 

enzymes suggère un excès de peroxyde d'hydrogène, un métabolite clé du stress oxydant en 

mesure de traverser les membranes biologiques, d'affecter d'autres molécules (lipides, 

protéines, ADN) à proximité ou à distance de son site d'origine et d'interférer avec 

l’ensemble des réactions biochimiques (Tomanek, 2015). Suite à une exposition au pétrole 

brut, différentes études de la littérature font également état de la perturbation d’enzymes 

impliquées dans la défense contre le stress oxydant chez les bivalves (Baussant et al., 2009 

; Boutet et al., 2004 ; Jiang et al., 2017 ; López-Landavery et al., 2019) ou de la perturbation 

de la chaine respiratoire mitochondriale dans le cerveau de poisson (Salazar-Coria et al., 

2019). Précédemment (§ 6.2), nous avons relaté la perturbation de ces deux mêmes enzymes 

dans le pool tissulaire muscles + ganglions nerveux des corbicules exposés au pétrole brut. 

Avec l’ensemble des travaux fait chez le corbicule et l’huitre, il paraît donc plausible que 

ces deux enzymes soient impactées dans la fraction nerveuse du pool de tissus analysé chez 

les corbicules.  

 

Enfin, l’analyse des protéines en surabondance met en évidence l’induction du processus de 

cancérogenèse. L’observation est cohérente avec la toxicité des composés pétroliers, tels 

que certains HAP qui sont des cancérigènes avérés (Guengerich, 2000 ; IARC, 2010). Le 

cancer est caractérisé par un spectre de nombreuses modifications typiques et divers 

processus sous-jacents (Hanahan et Weinberg, 2011). Parmi eux, on retrouve le 

remaniement du métabolisme, qui n’est pas uniquement la conséquence de la cancérogenèse 

mais qui fait partie des modifications qui peuvent la soutenir ou la stimuler (Hanahan et 

Weinberg, 2011 ; Lunt et Fendt, 2018 ; Rinaldi et al., 2017). La modification de l’activité 

transcriptionnelle fait aussi partie des changements métaboliques majeurs considérés 

comme moteurs de l’initiation tumorale (Lunt et Fendt, 2018 ; Rinaldi et al., 2017). Or, ce 

processus apparait comme stimulé dans nos analyses au travers de la perturbation spécifique 

du processus biologique d’acétylation des histones permettant l’activation de la 

transcription de l’ADN.  
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6.3.4 Conclusion 

 

À travers cette étude, nous avons donc mis en évidence la perturbation de différents 

processus biologiques dans le ganglion viscéral de l’huitre exposée au pétrole brut en 

conditions de laboratoire. Brièvement, les analyses traduisent une chute majeure des 

processus métaboliques, incluant une chute du métabolisme énergétique qu’il est cohérent 

de mettre en parallèle avec le mode de toxicité narcotique de certains composés 

hydrocarbonés du pétrole. Plus largement, les analyses traduisent une dérégulation générale 

du métabolisme. Ce remaniement métabolique, que l’on peut considérer comme une 

perturbation classique ou « de base » face à un stress, est également une caractéristique du 

processus de cancérogenèse notamment lorsqu’il implique l’activité transcriptionnelle des 

cellules. On a aussi mis en évidence un effet spécifique sur le transport axonal et la matrice 

extracellulaire « cérébrale ». Finalement on note la perturbation d’enzymes de lutte contre 

le stress oxydant qui suggère un excès de peroxyde d’hydrogène dans la cellule et une 

diminution des capacités de prise en charge de « drogues » qui pourraient conduire à 

l’exacerbation des effets d’une probable contamination. Au bilan, le ganglion viscéral (le 

« cerveau » de l’huitre) apparait donc très touché par l’exposition que nous avons réalisée 

en laboratoire. Cela pourrait suggérer des capacités de défense limitées, voire dépassées, 

dans nos conditions expérimentales. 
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6.4 Conclusions du chapitre 

 

Les travaux présentés dans ce chapitre ont permis de mieux appréhender et comprendre les 

perturbations du milieu intérieur sous-jacentes aux modifications comportementales chez 

deux espèces de mollusques bivalves exposés au pétrole brut. Le but est, in fine, de pouvoir 

comprendre le type de modification du milieu intérieur lorsque seul le comportement est 

analysé en ligne et à distance avec la Valvométrie HFNI.  

 

Pour ce faire des analyses de protéomique différentielle, entre animaux exposés et non 

exposés au pétrole brut, ont été utilisées. Ce type d’analyse nous a permis d’aborder la 

problématique de manière globale et sans a priori. Les analyses ont été réalisées sur les 

branchies et sur le pool muscles + ganglions nerveux des corbicules exposés pendant 3 jours 

au pétrole brut en conditions semi-naturelles (concentration nominale constante, 400 µg·L-

1 ; concentration mesurée, ≈ 170 µg·L-1). La dénomination muscles + ganglions est utilisée 

ici pour décrire l’ensemble des muscles adducteurs (qui sont chacun un mélange de muscles 

striés et lisses), des muscles rétracteurs pédieux, du ganglion cérébral, du ganglion viscéral 

et de leurs innervations vers les muscles. Chez l’huitre, les analyses de protéomique ont été 

réalisées sur le ganglion viscéral uniquement. Tout comme celui des corbicules ou d’autres 

bivalves, le système nerveux de l’huitre est décentralisé. Néanmoins, le ganglion viscéral 

de l’huitre est très développé et est considéré comme l’élément majeur de son système 

nerveux, comme son « cerveau » (cf. Chapitre 3 ; § 3.4.1). Les huitres ont été exposées au 

pétrole brut en conditions de laboratoire pendant 8 jours (concentrations nominales 

variables comprises entre 390 et 2800 µg·L-1). Dans les différentes situations étudiées, les 

résultats des analyses de protéomique ont été essentiellement discutés sous deux 

aspects principaux : (i) les effets d’ordre toxicologique et (ii) les variations d’activité de 

grands processus biologiques.  

 

Dans l’ensemble muscles + ganglions des corbicules, nous avons relaté un impact 

toxicologique relativement faible ainsi qu’une chute majeure de l’activité de processus 

métaboliques et cellulaires. Nous avons également montré la perturbation de l’activité 

nerveuse. Dans les branchies des corbicules, nous avons montré un impact toxicologique 

relativement plus important que dans les muscles + ganglions des corbicules avec en 

parallèle une augmentation de l’activité métabolique et cellulaire. Dans le ganglion viscéral 
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des huitres, nous avons plutôt observé un remaniement général des processus métaboliques 

et cellulaires bien que la diminution de leurs activités semble tout de même être la variation 

majeure. Nous avons également montré un impact toxicologique important, nettement 

supérieur à celui décrit chez les corbicules.  

 

En comparant l’ensemble de ces résultats quel que soit le tissu étudié, nous avons observé 

une gradation de l’impact toxicologique en fonction de la contamination tissulaire chez les 

corbicules (seules les branchies sont significativement contaminées) ainsi qu’en fonction 

des concentrations et durées d’exposition des organismes (corbicules exposés 3 jours, 

concentration nominale de 400 µg·L-1 ; huitres exposées 8 jours, concentrations nominales 

de 390 à 2800 µg·L-1).  

 

Chez les corbicules, les changements protéomiques nous ont permis de proposer un 

ensemble de mécanismes explicatifs pour associer le comportement aux changements sous-

jacents lors de l’exposition au pétrole brut. Nous avons notamment mis en relation la chute 

de l’activité métabolique, cellulaire et nerveuse du pool muscles + ganglions nerveux avec 

la diminution de l’activité valvaire. Les analyses réalisées sur le ganglion viscéral de l’huitre 

nous ont permis de confirmer la perturbation du tissu nerveux des bivalves en présence de 

pétrole brut. Par ailleurs, les analyses réalisées appuient également le fait que le ganglion 

viscéral de l’huitre est un tissu accessible et d’intérêt dans la cadre des études 

environnementales.  

 

Au vu de l’ensemble des résultats obtenus jusqu’à présent, et de l’effet de gradient relaté, 

nous avons posé la question des répercussions que pourrait avoir une exposition massive 

mais toujours écologiquement réaliste chez l’huitre, tant au niveau du comportement qu’au 

niveau des perturbations du ganglion viscéral. Ces deux points ont été développés dans le 

chapitre suivant (Chapitre 7).  
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CHAPITRE 7 

COMPORTEMENT, 

CONTAMINATION ET ANALYSE DU 

PROTEOME DE L’HUITRE EXPOSEE 

A UNE CONCENTRATION MASSIVE 

DE PETROLE BRUT  
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7.1 Introduction 

 

En ce qui concerne les réponses comportementales des corbicules et des huitres décrites 

dans le Chapitre 5, nous avions émis l’hypothèse de l’existence possible d’un continuum du 

comportement en fonction des concentrations nominales d’exposition au pétrole brut. Dans 

le Chapitre 6, où nous avons relaté différentes perturbations physiologiques et cellulaires, 

nous avons posé la question des répercussions d’une exposition massive au pétrole brut. 

L’expérimentation qui nous a permis de préciser ces différents points soulevés 

(expérimentation de laboratoire n° 3 décrite dans le Chapitre 2, § 3.2.2) n’était pas prévue 

et résulte d’une erreur de calcul dans la phase préparatoire. Les observations réalisées au 

cours de cette expérience sont cependant totalement originales et nous ont permis d’élargir 

notre compréhension de la réponse des huitres au pétrole brut à des concentrations extrêmes 

mais réalistes. Au cours de la première heure d’exposition, les huitres ont été exposées à des 

concentrations nominales de pétrole brut ayant graduellement atteint la concentration de 60 

mg·L-1. Ces valeurs sont de l’ordre de grandeur de celles autorisées dans les rejets d’eaux 

de production, un sous-produit issu de l’extraction du pétrole et du gaz. La plupart des 

agences de réglementation des pays avec une production de pétrole et de gaz offshore 

imposent des limites de concentrations en hydrocarbures pétroliers totaux dans les eaux de 

production rejetées (Chapitre 2, Tab. 2.1). Ces valeurs sont par exemple, de 30 mg·L-1 

(moyenne mensuelle autorisée) au Canada avec des maximums journaliers autorisés de 60 

mg·L-1 ; de 29 mg·L-1 (moyenne mensuelle autorisée) aux USA avec des maximums 

journaliers autorisés de 42 mg·L-1 ; de 40 mg·L-1 (moyenne mensuelle autorisée) en mer 

méditerranée avec des maximums journaliers autorisés de 100 mg·L-1 ou encore de 40 mg·L-

1 (moyenne mensuelle autorisée) au Nigeria avec des maximums journaliers autorisés de 72 

mg·L-1 (Lusinier et al., 2019 ; Neff, 2011 ; Veil, 2006 ; Zheng et al., 2016). Notons 

cependant que ces concentrations sont celles dans le rejet et sont indépendantes de la 

question de la dilution dans le milieu. Au cours de notre expérimentation, l’exposition des 

huitres a été maintenue sur une durée d’un peu moins de 2 jours et les concentrations 

nominales atteintes ont théoriquement été de l’ordre de 400 mg·L-1 de pétrole brut. Une 

mortalité massive a été recensée chez les huitres à l’issue de cette exposition (entre 50 et 85 

% suivant les unités expérimentales) mais des prélèvements pour différentes analyses 

ultérieures (dosage de HAP, analyse du protéome) ont tout de même été réalisés chez les 

huitres survivantes. Aucune mortalité n’a été observée en conditions contrôles.  
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7.2 Résultats et discussion 

 

7.2.1 Cinétique de contamination 

 

Durant la première heure d’exposition, la cinétique de contamination des unités 

expérimentales (Fig. 7.1) a pu être calculée car l’ensemble des paramètres régissant la 

contamination étaient connus avec précision et étaient maitrisés (volume de l’ajout unique 

de pétrole brut dans la nourrice, volume de la nourrice et des UE, débit et concentration de 

l’eau entrante et sortante de la nourrice et des UE). Au bout d’une heure de contamination, 

la concentration dans les UE était théoriquement de 59,7 mg·L-1 (Fig. 7.1). Les calculs 

concernant cette cinétique de contamination n’ont cependant pas pu être réalisés de façon 

fiable pour la suite de l’expérimentation du fait de la variation de nombreux paramètres liés 

à l’allumage de la pompe péristaltique amenant le pétrole dans la nourrice et à la difficulté 

de contenir l’instabilité de l’ensemble des débits (liés notamment à l’incompatibilité pétrole 

/ plastique / pompe à galets dans nos conditions expérimentales). Les concentrations ont 

néanmoins dû augmenter progressivement dans les UE et atteindre des valeurs de l’ordre de 

400 mg·L-1 entre environ 3 et 13,5 h à l’issue du lancement de la contamination (constante 

de rinçage des UE, 1τ = 3 h et 4,5τ = 13,5 h). 

 

 

 

Figure 7.1. Cinétique de contamination théorique par le pétrole brut des unités expérimentales (UE) contenant 

les huitres durant la première heure d’exposition.  
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7.2.2 Réponse comportementale des huitres 

 

Les Figures 7.2 et 7.3 sont des exemples typiques de la réponse comportementale de l’huitre 

exposée au pétrole brut dans ces conditions expérimentales à l’échelle de la journée (Fig. 

7.2) et à l’échelle de l’heure (Fig. 7.3). Face à ces concentrations de pétrole brut, les huitres 

ont réagi par une bouffée extrême et transitoire, caractérisée par une très forte amplitude 

d’ouverture et par une très forte agitation des valves. L’amplitude d’ouverture de cette 

bouffée est doublée par rapport à l’amplitude des valves qui précède la contamination et 

l’agitation des valves est au moins 50 fois plus importante. Cette hyperactivité, au lieu de 

protéger l’animal de la contamination, devrait tendre à favoriser l’équilibration de son 

milieu intérieur avec le milieu extérieur contaminé. Ce comportement caractéristique a été 

retrouvé en condition multistress (présence additionnelle d’hypoxie et de pollution sonore, 

résultats non montrés). Par ailleurs, depuis maintenant une vingtaine d’années 

d’enregistrement du comportement avec la Valvométrie HFNI au laboratoire et sur le terrain 

et des milliers d’heures analysées, un tel comportement n’avait jamais été relaté 

(Massabuau, observation personnelle). C’est clairement le signe d’un événement extrême 

pour ces animaux. 

 

 

 

Figure 7.2. Enregistrement sur une période de 24 h du comportement valvaire de l’huitre avant et à partir de 

l’exposition au pétrole brut (à partir de la ligne orange en pointillé).   

 



 

182 

 

 

Figure 7.3. Enregistrement de la première phase de réponse de l’huitre face à la contamination par le pétrole 

brut. La contamination débute à partir de la ligne orange en pointillé. A 10 min d’exposition, (17 h 10 sur la 

figure), la concentration est théoriquement de ≈ 19 mg·L-1.   

 

 

Les premières minutes de la réponse sont présentées sur la Figure 7.3. Sur ce tracé, il peut 

être mis en évidence que la réponse de l’huitre (augmentation de l’agitation des valves) 

apparait 10 min après le lancement de la contamination. A cet instant, la concentration de 

pétrole brut dans l’eau est théoriquement de 19 mg·L-1. La Figure 7.4 montre les délais 

moyens de réponse des huitres dans les 3 conditions expérimentales étudiées, pétrole seul 

(O), pétrole + hypoxie (OH) et pétrole + pollution sonore (ON). A ces délais moyens de 

réponse correspond une concentration théorique de pétrole brut comprise entre 28 et 43 

mg·L-1 (Fig. 7.1). Ces données doivent être considérées dans le contexte particulier de cette 

expérience et ne doivent en aucun cas être utilisées comme seuil de sensibilité.  

 

 

Figure 7.4. Temps de réponse (moyenne ± 1 SE, exprimé en min) de l’huitre suite à l’exposition au pétrole 

brut seul ou en conditions multistress (O, pétrole seul ; OH, pétrole + hypoxie ; ON, pétrole + pollution 

sonore).  
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La Figure 7.5 présente les deux exemples comportementaux caractéristiques faisant suite à 

la bouffée présentée sur le Figure 7.2. Ces deux exemples se soldent par la mort des 

individus, identifiée par une large et progressive béance des valves. Sur la Figure 7.5A, la 

bouffée relativement longue et de très forte amplitude (flèche orange) est suivie par la mort 

rapide de l’individu (flèche jaune), sans période de fermeture complète et prolongée des 

valves. A l’inverse sur la Figure 7.5B, la bouffée de l’huitre, relativement plus courte et 

d’amplitude moindre (flèche orange) ne conduit pas directement à la mort de l’individu 

(flèche jaune) mais est suivie d’une longue période de fermeture des valves entrecoupée par 

de brèves ouvertures (Fig. 7.5B, flèches bleues). À la fin des 44 h d’exposition au pétrole 

brut, la mortalité était comprise entre 50 et 85 % en fonction des UE. 

 

 

 

 

Figure 7.5. Exemples typiques de l’activité valvaire de deux huitres avant et durant la contamination par le 

pétrole brut se soldant dans les deux cas par la mort de l’individu. La contamination débute à partir de la ligne 

orange en pointillé. Les flèches orange pointent sur la bouffée initiale d’hyperactivité et hyperventilation. Les 

flèches jaunes pointent la béance progressive des valves témoignant de la mort de l’huitre. Les flèches bleues 

pointent vers les brèves ouvertures des valves.  
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7.2.3 Contamination des huitres 

 

Des dosages de HAP dans les tissus des huitres survivantes ont été réalisés à la fin de la 

période d’exposition (au pétrole brut seul uniquement) de 44 h. Notons que les huitres 

vivantes à la fin de l’expérimentation sont celles dont le comportement est semblable à celui 

de l’huitre de la Figure 7.5B avant sa mort. Les phases de contamination des huitres sont 

donc représentées par la phase extrême et transitoire de la bouffée ainsi que par les brèves 

ouvertures des valves entrecoupant leurs larges périodes de fermeture. Dans les branchies, 

la concentration médiane en HAP chez les individus contrôles (non directement exposés au 

pétrole brut) est de 80,5 ng·g-1 (ww). Notons que cette valeur est du même ordre de grandeur 

que celles mesurées dans les branchies des corbicules exposés 10 jours au pétrole brut à une 

concentration nominale de pétrole brut de 400 µg·L-1 dans les rivières artificielles (Chapitre 

6, § 6.2). La concentration médiane est de 6906,4 ng·g-1 (ww) dans les branchies des huitres 

directement exposées (Fig. 7.1). Dans les muscles lisses, la concentration médiane est de 

900,4 ng·g-1 (ww) chez les individus contrôles et de 2346,4 ng·g-1 (ww) chez les individus 

exposés. Dans les muscles striés, la concentration médiane est de de 595,6 ng·g-1 (ww) chez 

les individus contrôles et de 2684,6 ng·g-1 (ww) chez les individus exposés. Que cela soit 

chez les individus contrôles ou les individus directement exposés, les concentrations 

mesurées témoignent d’une contamination. Pour les huitres directement exposées au pétrole 

brut, les concentrations tissulaires sont de l’ordre de 50 à 150 fois plus élevées que les 

concentrations mesurées de façon routinière dans les huitres entières du bassin d’Arcachon 

(Auby et al., 2013 par exemple). Ces données permettent également de confirmer la 

contamination marquée de l’environnement proche du ganglion viscéral de l’huitre (le 

ganglion viscéral est contre le sillon latéral situé entre le muscle strié et le muscle lisse ; cf. 

Chapitre 3, Fig. 3.9), que cela soit chez les individus contrôles contaminés ou chez les 

individus directement exposés au pétrole.  
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Figure 7.6. Somme des concentrations en HAP (18 composés parents, ng·g-1 de poids frais) dans les branchies, 

les muscles lisses et les muscles striés des huitres contrôles (CTRL, n = 5 individus) et exposées au pétrole 

seul (O, n = 6 individus) à l’issue de 44 h d’exposition. ***, p < 0,001.  

 

 

 

7.2.4 Analyse du protéome du ganglion viscéral  

 

Les analyses du protéome du ganglion viscéral ont été réalisées sur 5 huitres issues de la 

condition contrôle indirectement contaminée par le pétrole brut et sur 6 huitres directement 

contaminées par le pétrole brut. Elles ont permis l’identification de 5531 protéines.  

 

Si on compare ce résultat avec le nombre de protéines identifiées dans le ganglion viscéral 

des huitres exposées au pétrole brut à de plus faibles concentrations (Chapitre 6, § 6.3 ; n = 

5057 protéines identifiées), on est dans les mêmes ordres de grandeur. Cette comparaison 

montre donc que le ganglion viscéral des huitres exposées aux très fortes concentrations de 

pétrole ne présentait pas une quantité anormale de protéines. Comme le montre la Figure 

7.7, la majorité des protéines identifiées est commune (n = 4362 protéines), 13 % sont 

spécifiques de l’exposition à 390 – 2800 µg∙L-1 (Chapitre 6, § 6.3) et 21 % sont spécifiques 

de l’exposition aux concentrations massives (≈ 400 mg∙L-1 ; Chapitre 7). 
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Figure 7.7 Distribution des protéines. Un total de 5531 protéines (4362 + 1169) a été identifié dans les 

ganglions viscéraux des huitres exposées aux concentrations drastiques de pétrole brut (Chapitre 7) et 5057 

protéines (4362 + 695) a été identifié dans les ganglions viscéraux des huitres exposées aux plus faibles 

concentrations de pétrole brut (Chapitre 6, § 6.2). 4362 protéines sont communes. 1169 protéines (21 % des 

5531 protéines identifiées) ne sont identifiées que chez les huitres exposées aux concentrations drastiques de 

pétrole et 695 protéines ne sont identifiées que chez les huitres exposées aux plus faibles concentrations de 

pétrole brut du Chapitre 6 (13 % des 5057 protéines identifiées).  

 

 

Dans l’expérience d’exposition massive (Chapitre 7), la comparaison de l’abondance des 

protéines chez les huitres contrôles et directement exposées au pétrole brut n’a pas conduit 

à l’identification de protéines dont l’abondance était significativement différente (FDR < 

1). L’analyse « classique » utilisée dans les chapitres précédents conduit ici à comparer des 

huitres contrôles mais contaminées avec des huitres directement exposées et drastiquement 

contaminées (Fig. 7.6). Au vu de cette situation, nous proposons donc de nous attacher aux 

similitudes plutôt qu’aux différences qui n’existent statistiquement pas.  

 

Pour ce faire, les protéines dont l’abondance est la plus proche entre les huitres contrôles 

contaminées et les huitres directement exposées au pétrole brut ont donc été sélectionnées 

(n = 229 protéines avec FC ≈ 1 et p > 0,95). L’analyse de l’enrichissement de ce groupe de 

protéines est présentée sur la Figure 7.8. Sans apporter trop de poids à ce type d’analyse, les 

résultats mettent en évidence l’implication de ces protéines dans les processus biologiques 

d’oxydoréduction et dans le transport des substances organiques (entités moléculaires 

contenant au moins un atome de carbone) à l’échelle intra- et intercellulaire, notamment au 

travers d’un transport transmembranaire actif.  
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Figure. 7.8. Analyses fonctionnelles des protéines (FC ≈ 1 ; p > 0,95) du ganglion viscéral des huitres. Réseaux 

fonctionnels réalisés avec les données Biological Process de Gene Ontology (GOBP ; p < 0,05).  
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7.3 Conclusions 

 

Au cours de ce chapitre, nous avons pu caractériser la réponse comportementale de l’huitre 

face à une concentration massive de pétrole brut. La réponse des huitres a été 

essentiellement caractérisée par une bouffée d’hyperventilation. Cette bouffée transitoire 

qui peut durer plusieurs heures est définie par une large amplitude d’ouverture, totalement 

anormale. L’amplitude d’ouverture est jusqu’à deux fois plus importante que celle précédant 

la contamination. Elle est associée à une très forte agitation, environ 50 fois plus importante 

durant la bouffée qu’en condition de repos. Cette agitation marquée des valves précède la 

franche augmentation de l’amplitude d’ouverture caractérisant la bouffée. Une telle réaction 

comportementale n’avait encore jamais été mise en évidence avec la Valvométrie HFNI 

(malgré une vingtaine d’années d’enregistrement du comportement et des milliers d’heures 

analysées) et traduit ainsi son caractère exceptionnel. Les huitres ont répondu, en moyenne, 

entre 15 et 30 min après le lancement de la contamination c’est-à-dire pour des 

concentrations théoriques de pétrole brut comprises entre 28 et 43 mg·L-1. Ces 

concentrations sont massives mais écologiquement réalistes. En effet, les valeurs en 

hydrocarbures pétroliers totaux autorisées dans les eaux de production rejetées, par exemple 

en Méditerranée, sont de 40 mg·L-1 (moyennes mensuelles autorisées) avec des maximums 

journaliers autorisés de 100 mg·L-1 (Lusinier et al., 2019 ; Neff, 2011 ; Veil, 2006 ; Zheng 

et al., 2016). La réaction des huitres, qui débute donc par une augmentation de l’agitation 

des valves puis par une bouffée massive et typique d’hyperventilation, est suivie (i) soit par 

la mort de l’huitre en quelques heures ou 1-2 jour, soit (ii) par de larges périodes de 

fermeture des valves entrecoupées par de brèves périodes d’ouverture qui retardent cette 

mort. Dans notre expérience, les huitres survivantes ont été échantillonnées à l’issue de 44 

h d’exposition. Les dosages de HAP dans les tissus (branchies et muscles adducteurs) des 

huitres directement exposées et des huitres de la condition contrôle témoignent d’une très 

forte contamination des animaux exposés et d’une contamination des huitres contrôles. Des 

analyses de protéomique différentielle sur le ganglion viscéral des huitres (exposées vs 

contrôles) ont ensuite été réalisées. Ces analyses ont tout d’abord été comparées à celles 

réalisées dans le ganglion viscéral des huitres ayant participé aux expériences à de plus 

faibles concentrations de pétrole (Chapitre 6, § 6.2). Le nombre total de protéines identifiées 

est similaire et le nombre de protéines identiques largement majoritaire. Néanmoins, il est 

mis en évidence que 13 et 21 % des protéines identifiées sont spécifiques (Fig. 7.7) dénotant 
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ainsi l’effet de la concentration en pétrole. Puis, l’analyse spécifique qui a été entreprise à 

montrer l’absence de différence significative entre les huitres directement exposées aux 

concentrations massives et les huitres contrôles contaminées mais non directement 

exposées. Cette absence de différence statistique pourrait être attribuée au faible nombre 

d’individus analysés par rapport à la variabilité des résultats individuels, qui peut être reliée 

à la forte variabilité des niveaux de contamination des individus (Fig. 7.6). Pour aller plus 

loin, il aurait fallu un nombre supérieur d’analyses. L’analyse des protéines dont 

l’abondance est similaire entre les huitres directement exposées et les huitres contrôles 

contaminées montre des mécanismes fonctionnels liés aux processus d’oxydoréduction et 

de transport des substances organiques.  

 

 

  



 

190 

 

 

  



 

191 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE 8 

DISCUSSION GENERALE 

ET CONCLUSIONS  
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8.1 Préambule 

 

Les travaux présentés au cours de ce travail avaient pour objectif premier d’analyser la 

réponse comportementale de mollusques bivalves instrumentés avec la Valvométrie HFNI§ 

(i), en présence de pétrole brut seul et (ii), en présence de pétrole brut dans un contexte 

multistress. La question centrale était de savoir si on peut avec cette technologie détecter la 

présence de pétrole brut dans l’eau lorsque d’autres facteurs de stress sont conjointement 

présents. Le but complémentaire était de mieux comprendre les changements 

physiologiques du milieu intérieur des mollusques bivalves sous-jacents aux modifications 

comportementales. Lorsque le comportement est perturbé par la présence de pétrole brut, 

quelles sont les modifications, à l’échelle du milieu intérieur, qui sont associées à ces 

perturbations ?   

 

Afin de répondre à ces deux problématiques, et en recherchant une vision large et 

généraliste, plusieurs approches et démarches expérimentales ont été mises en place de 

façon complémentaire. Les études ont été réalisées chez deux espèces de mollusques 

bivalves, une d’eau de mer et une d’eau douce, en conditions semi-naturelles et en 

conditions de laboratoire, avec des concentrations de pétrole brut constantes ou variables, 

environnementales ou létales, et en présence de divers facteurs de stress : la température de 

l’eau, la turbidité, la présence de baryum (métal trace présent dans les eaux de production), 

de pollution sonore et d’hypoxie. Au cours de chacune des expérimentations réalisées, le 

comportement des bivalves a été suivi et analysé en continu avec la Valvométrie HFNI et 

des prélèvements biologiques ont été réalisés à différents temps clés afin d’évaluer les 

perturbations et la contamination du milieu intérieur (utilisation de la protéomique 

différentielle et de dosages de HAP sur des tissus cibles impliqués dans la production du 

comportement).  

 

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ces travaux (qui ont donné lieu à trois articles 

publiés) est résumé et/ou discuté au sein de ce chapitre. L’apport scientifique dans un 

                                                 
§ La Valvométrie HFNI, Haute Fréquence Non Invasive, est une technique de mesure de l’activité valvaire de 

mollusques bivalves qui permet, aussi bien sur le terrain qu’au laboratoire, de suivre le comportement de ces 

animaux avec un stress minimum ou nul. Le but poursuivi est de suivre ce comportement sans que l’animal 

s’aperçoive qu’il est étudié 24/7, sans intervention humaine, sur des périodes qui peuvent atteindre plusieurs 

années. 
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contexte opérationnel de biosurveillance de l’industrie pétrolière et gazière est également 

présenté.   

 

 

8.2 Résumé des principaux résultats  

 

Nous avons établi pour la première fois, la spécificité de la réponse comportementale de 

mollusques bivalves au pétrole brut avec la Valvométrie HFNI et nous avons confirmé la 

sensibilité et la reproductibilité de la méthode. Dans une démarche de symptomatologie, 

nous y avons associé des analyses du milieu intérieur en définissant dans des tissus 

spécifiques (i) l’état de la contamination par les HAP majeurs et (ii) l’état de la perturbation 

à l’échelle du protéome. In fine, quand on analysera en ligne et à distance une perturbation 

du comportement en relation avec la présence de pétrole brut dans le milieu, une meilleure 

appréciation des perturbations sous-jacentes pourra donc être opérée. Les principaux 

résultats de ces travaux de thèse sont présentés ci-dessous.   

 

De nombreux paramètres environnementaux, qu’ils soient naturels ou anthropiques, sont en 

mesure de modifier le comportement des mollusques bivalves (Andrade et al., 2016). Parmi 

les paramètres considérés comme d’intérêt dans le cadre de ces travaux, la pollution sonore 

était celui dont les conséquences sur les bivalves étaient particulièrement mal connues. Afin 

de mieux les appréhender, nous avons réalisé une étude en conditions contrôlées de 

laboratoire chez l’huitre. De façon générale, les résultats obtenus ont suggéré un effet 

dépresseur de la pollution sonore « lourde » (i.e. 92 passages de cargos / jour) chez les 

individus exposés, se soldant in fine par leur moindre croissance. Ces résultats ont été depuis 

confirmés par Shi et al. (2019).  

 

En conditions semi-naturelles sur un site expérimental d’envergure, nous avons étudié le 

comportement de la palourde d’eau douce C. fluminea exposée à un pétrole brut seul ou 

additionné de pollution sonore « légère » (i.e. 4 – 7 passages de cargos / jour), de baryum 

(≈ 100 µg·L-1) et de pulses de turbidité (3 h / jour, ≈ 260 NTU) durant 10 jours. Ces facteurs 

de stress additionnels et leurs intensités ont été choisis dans une démarche de 

représentativité du milieu naturel. La réponse au pétrole brut à une concentration nominale 

constante de 400 µg·L-1 et mesurée de ≈ 170 µg·L-1 a été caractérisée par une chute de 
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l’amplitude d’écartement des valves, une augmentation de la durée de fermeture et de 

l’agitation des valves pendant les périodes d’ouverture. Cette réponse comportementale 

s’est avérée discriminante en présence des autres facteurs de stress étudiés et en présence 

d’une chute parallèle de la température de l’eau. En ce qui concerne les perturbations du 

milieu intérieur des bivalves, les analyses du protéome ont été entreprises dans les branchies 

et l’ensemble muscles + ganglions nerveux de corbicules exposés uniquement au pétrole 

brut. Seules les branchies étaient significativement contaminées par les HAP dosés mais la 

contamination potentielle des ganglions nerveux n’a pas été exclue. Les changements 

majeurs mis en évidence sont (i) une diminution des processus métaboliques et cellulaires 

dans le pool muscles + ganglions associée à un impact toxicologique relativement faible et 

(ii) une augmentation des processus métaboliques et cellulaires dans les branchies avec un 

impact toxicologique relativement plus important que dans le pool muscles + ganglions. 

Deux scénarios spéculatifs mais réalistes, faisant intervenir la perception sensorielle, la 

contamination, les perturbations du système nerveux et musculaire, ont été analysés pour 

mettre en relation l’activité valvaire et les perturbations recensées dans le milieu intérieur 

des corbicules exposés au pétrole brut.  

 

En conditions contrôlées de laboratoire, nous avons étudié le comportement d’un bivalve 

marin, l’huitre M. gigas. Avant d’être confrontées à différentes gammes de concentrations 

de pétrole brut, certaines huitres ont été préalablement exposées à la pollution sonore 

« lourde » (92 passages de cargos / jour) ou à l’hypoxie (PO2 = 2-3 kPa). Aux plus faibles 

concentrations de pétrole testées (concentrations nominales comprises entre 390 et 750 

µg·L-1 ; concentrations mesurées en HAP comprises entre ≈ 120 et 175 ng·L-1 ; 74 h 

d’exposition), la réponse comportementale des huitres a été caractérisée par une chute de 

l’amplitude d’ouverture et par une augmentation de l’agitation des valves durant les 

périodes d’ouverture, de façon cohérente avec la réponse caractérisée chez les corbicules. 

À ces concentrations, la réponse au pétrole n’a pas été clairement discernée en condition 

multistress**. Dans l’ensemble des conditions d’exposition, les huitres ont ensuite fait face 

à l’augmentation des concentrations de pétrole brut (concentrations nominales de 2800 

µg·L-1 ; concentrations mesurées en HAP comprises entre ≈ 1930 et 4280 ng·L-1 ; 65 h 

d’exposition). Leur réponse a été caractérisée par une augmentation de l’amplitude 

                                                 
** Cf § 2.6 (Chapitre 2) sur la question des expositions multistress et la nécessité de prendre en compte 

l’intensité relative des différents stress.  
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d’ouverture, par une diminution des durées de fermeture et par une augmentation de 

l’agitation des valves, qu’elle soit ou non pondérée par l’analyse uniquement durant les 

périodes d’ouverture. À ces concentrations, la réponse des huitres au pétrole a été discernée 

en conditions multistress. À l’issue de cette expérimentation de 8 jours, les dosages de HAP 

réalisés dans les huitres entières indiquent une contamination significative et relativement 

élevée des huitres exposées, sans différence significative entre les conditions d’exposition, 

mono- ou multistress. L’analyse du protéome du ganglion viscéral, élément majeur du 

système nerveux des huitres††, nous a permis de caractériser l’impact du pétrole sur le tissu 

nerveux. L’analyse montre un remaniement des activités métaboliques et cellulaires où la 

diminution apparait comme la variation majoritaire. Un impact toxicologique relativement 

important a été observé dont l’induction du processus de cancérogenèse par exemple.  

 

Enfin, le comportement de l’huitre face à des concentrations massives mais réalistes de 

pétrole brut de l’ordre de plusieurs dizaines de mg·L-1 a été caractérisé par une extrême 

agitation des valves qui précède et se maintient durant la très large augmentation de leur 

amplitude d’écartement pouvant durer plusieurs heures. Cette réaction, sans précédent dans 

les nombreuses analyses comportementales réalisées à ce jour avec la Valvométrie HFNI, 

illustre le stress extrême causé par des concentrations en hydrocarbures qui coïncident avec 

celles pouvant être autorisées dans les eaux de production rejetées - avant dilution - dans le 

milieu naturel.  

 

 

8.3 Mises en perspectives du comportement en présence de 

pétrole brut seul 

 

Un des buts initiaux de ces travaux était d’étudier la robustesse de la réponse 

comportementale (ou tout du moins de certaines de ces caractéristiques) chez des 

mollusques bivalves exposés au pétrole brut, et ce, quelles que soient les conditions 

environnementales ou expérimentales et l’espèce étudiée.  

 

                                                 
†† Le ganglion viscéral de l’huitre a pu être disséqué dans des délais compatibles avec la réalisation d’analyses 

de protéomique, ce qui n’est pas le cas chez le corbicule, beaucoup plus petit.  
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Quel type de pétrole brut ? Le pétrole brut utilisé est un pétrole brut léger de mer du Nord. 

Ses caractéristiques sont mises en parallèle de celles d’autres pétroles connus dans le tableau 

ci-dessous (Tab. 8.1). Le pétrole brut utilisé y apparait relativement proche du pétrole léger 

d’Arabie, du pétrole de Louisiane du Sud (en cause dans la catastrophe Deepwater Horizon), 

du pétrole d’Alberta, du versant nord de l’Alaska ou encore du Diesel, et plus éloigné de 

fluides plus lourds tels que le fioul n° 5 ou le 6303.  

 

Tableau 8.1. Comparatif de caractéristiques du pétrole brut utilisé (1ère colonne) au cours de la thèse avec 

d’autres pétroles connus (d’après Wang et al., 2003). 

 

 

Pétrole 

utilisé 

 

Arabian 

Light 

 

 

South 

Louisiana 

 

Alberta 

(ASMB) 

Alaska 

North 

Slope 

Fuel Oil 

No. 2 

Diesel 

Fuel Oil 

No. 5 

Heavy 

Fuel Oil 

6303 

Teneur en H2S (%) 0 1,93 0,71 0,63 1,11 0,09 1,00 1,48 

Densité (15 °C) 0,77 0,86 0,86 0,84 0,87 0,83 0,99 0,99 

Viscosité dynamique 

(mPa·s ou cP, 15 °C) 
1,02 13,0 10,1 6,1 11,5 2,76 1410 22800 

Saturés (%) 84 75,5 80,8 77,3 75,0 88,2 44,2 42,5 

Aromatiques (%) 15,5 15,2 12,6 16,8 15,0 10,2 39,5 29 

Résines (%) 0,45 5,7 5,9 4,2 6,1 1,7 8,0 15,5 

Asphaltènes (%) 0,05 3,6 0,8 1,7 4,0 0 8,4 13,0 

 

 

Quelles concentrations appliquées ? Le comportement de mollusques bivalves a pu être 

caractérisé en fonction de différentes concentrations de pétrole brut dont les valeurs 

mesurées ont été mises en perspective de celles pouvant être recensées dans le milieu naturel 

sur la Figure 8.1 ci-dessous (gris pâle, valeurs testées ; noires, gammes environnementales). 

En conditions semi-naturelles et en douce, la palourde asiatique C. fluminea a été exposée 

durant 10 jours à une concentration constante de pétrole brut avec une valeur nominale de 

400 µg·L-1 et une valeur mesurée en HCT de ≈ 170 µg·L-1 (Chapitre 5 ; § 5.1). En conditions 

de laboratoire et en eau de mer, l’huitre M. gigas a été exposée à une concentration nominale 

de 390 et 750 µg·L-1 durant 74 h avec des concentrations mesurées en HAP au cours de 

cette période de ≈ 120 ng·L-1 puis de ≈ 175 ng·L-1. Les huitres ont ensuite été exposées à 

une concentration nominale de 2800 µg·L-1 durant 65 h avec des concentrations mesurées 

en HAP pendant cette période de ≈ 1930 ng·L-1, de ≈ 4280 ng·L-1 puis de ≈ 3915 ng·L-1 
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(Chapitre 5 ; § 5.2). Également en conditions de laboratoire et en eau de mer, l’huitre M. 

gigas a été exposée à des concentrations d’exposition ayant graduellement atteint 60 mg·L-

1 (valeurs pouvant être mesurées dans des eaux de production rejetées en mer) durant la 

première heure d’exposition puis à une valeur qui a pu atteindre ≈ 400 mg·L-1 durant les 43 

h qui ont suivi (Concentrations théoriques, non mesurées ; Chapitre 7). L’ensemble des 

concentrations testées est dans la partie inférieure des valeurs relevées sur le terrain. 

 

Figure 8.1. Mise en perspective des concentrations mesurées dans l’eau au cours des expérimentations 

réalisées (en gris pâle) avec des valeurs mesurées dans l’environnement (en noir). Ces valeurs sont celles 

recensées le Chapitre 2, § 2.3. Chaque flèche pointe sur les valeurs minimales et maximales relevées dans une 

étude en fonction des sites ou des temps d’échantillonnage (Guéguen et al., 2011 ; Incardona et al., 2014 ; Kim 

et al., 2013 ; Li et al., 2010 ; Sousa et al., 2018 ; Srinivasa Reddy et al., 2005 ; Stagg et McIntosh, 1996).  
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Pour quelles réponses comportementales ? Dans chacune de ces expérimentations, la 

réponse comportementale des bivalves a été caractérisée au travers de différents 

paramètres : l’amplitude d’écartement des valves (VOA), la durée de fermeture (VCD), 

l’agitation des valves globale (VA) et/ou l’agitation des valves pondérée (VAI ; agitation 

calculée pendant les périodes d’ouverture). La réponse comportementale des corbicules à 

une concentration nominale de 400 µg·L-1 a été caractérisée par une chute de l’amplitude 

d’ouverture des valves, une augmentation de la durée de fermeture et une augmentation de 

l’agitation des valves pondérée (Chapitre 5 ; § 5.2). Chez l’huitre, au cours de la première 

expérimentation présentée (Chapitre 5 ; § 5.3), la réponse comportementale a tout d’abord 

été caractérisée aux concentrations nominales de 390 – 750 µg·L-1 par une diminution de 

l’amplitude d’ouverture et par une augmentation de l’agitation des valves pondérée. Puis, la 

réponse comportementale à la concentration nominale de 2800 µg·L-1 a été caractérisée par 

une augmentation de l’amplitude d’ouverture, une diminution des durées de fermeture et 

une augmentation de l’agitation des valves pondérée ou non. Lors de l’exposition aux 

valeurs représentatives d’eaux de production (Chapitre 7), la réponse des huitres a été 

essentiellement caractérisée par une bouffée extrême d’hyperventilation de plusieurs heures, 

caractérisée par une très large augmentation de l’amplitude d’ouverture (≈ 2 fois plus 

importante qu’en référence) ainsi que par une très forte augmentation de l’agitation des 

valves (≈ 50 fois plus importante qu’en référence). C’est uniquement au cours de cette 

expérimentation que nous avons observé une mortalité face au pétrole pendant 

l’expérimentation. À l’issue de cette réaction, les huitres « survivantes » ont présenté de 

larges périodes de fermeture entrecoupées par de très brèves périodes d’ouverture. 

 

Quelle cohérence avec la littérature ? Il y a peu de données dans la littérature sur le sujet 

étudié c’est-à-dire l’impact du pétrole brut sur l’activité valvaire des mollusques bivalves. 

Le phénomène peut paraitre étonnant au vu du nombre et de la variété des publications d’une 

part, sur l’impact du pétrole et d’autre part, sur des techniques valvométriques diverses. 

Quelques études ont analysé l’activité valvaire de mollusques bivalves durant une 

contamination par un pétrole brut et l’ont quantifiée au travers d’un ou de plusieurs 

paramètres. Parmi elles, Redmond et al. (2017) ont décrit le comportement de la moule 

marine Mytilus edulis face à un pétrole brut léger de Mer du Nord, en conditions contrôlées 

de laboratoire durant 4 jours, à 3 concentrations nominales différentes : 15 µg·L-1, 60 µg·L-

1 et 250 µg·L-1. Leurs résultats montrent une réduction significative de l’amplitude 
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d’ouverture des valves aux concentrations d’exposition testées les plus élevées (60 µg·L-1 

et 250 µg·L-1). L’évolution du comportement de ces moules exposées à un pétrole brut 

similaire à celui utilisé dans nos travaux est cohérente avec l’évolution du comportement 

des corbicules exposés à une concentration nominale de 400 µg·L-1 (Chapitre 5 ; § 5.2) et 

au comportement des huitres exposées aux concentrations nominales comprises entre 390 

et 750 µg·L-1 (Chapitre 5 ; § 5.3). Bénégui et al. (in prep) ont étudié le comportement de la 

palourde d’eau douce C. fluminea exposée à différentes concentrations nominales de pétrole 

brut léger de Mer du Nord (0, 10, 100, 500 et 2000 µg·L-1) durant 10 jours (avril 2014) en 

conditions semi-naturelles. Le site expérimental, les durées d’exposition, les valvomètres et 

l’acquisition des données, le pétrole brut, l’espèce et le nombre d’individus étudiés étaient 

identiques entre l’étude de Bénégui et al. (in prep) et l’étude présentée dans ce manuscrit 

(Chapitre 5 ; § 5.2). Les résultats de Bénégui et al. (in prep) mettent en évidence la 

diminution de l’amplitude d’ouverture et l’augmentation des durées de fermeture des 

corbicules en fonction des concentrations nominales d’exposition, et ce dès 10 µg·L-1. Nous 

pouvons ainsi appuyer deux faits qui apparaissent solides à ce jour. D’une part, le corbicule 

C. fluminea, l’huitre M. gigas et la moule M. edulis présentent le même type de réponse 

dans la « gamme basse » d’exposition (valeurs nominales de pétrole brut comprises entre 

10 et 2000 µg·L-1), indépendamment de l’espèce et de la nature de leur milieu, eau douce 

ou eau salée, et de la saison. D’autre part, la réponse comportementale en conditions semi-

naturelles est fiable et reproductible dans le temps malgré la différence de saison et de 

température de l’eau, dans une gamme au moins comprise entre ≈ 7 et 14 °C. D’autres 

études, réalisées en conditions de laboratoire chez des mollusques bivalves avec des 

concentrations plus élevées, paraissent en cohérence avec nos observations faites chez 

l’huitre lors de son exposition aux concentrations nominales de 2800 µg·L-1 (Chapitre 5, § 

5.3) et de l’ordre de plusieurs dizaines ou centaines de mg·L-1 (Chapitre 7). Staiken et al. 

(1979) ont par exemple rapporté une dépression de la contraction musculaire chez le bivalve 

marin Mya arenaria exposé durant 96 h à différentes concentrations de pétrole brut de 

Louisiane (50 à 800 mg·L-1). Hartwick et al. (1982) ont réalisé des contaminations d’une 

palourde marine, pendant 5 h / jour durant 5 jours avec 100 et 1000 mg·L-1 de pétrole brut 

d’Alberta et ont rapporté deux panels de réponses comportementales distinctes. À 100 

mg·L-1, les valves des palourdes étaient étroitement fermées et, lorsqu’elles s’ouvraient, la 

réaction de rétractation des siphons était normale. À 1000 mg·L-1, la réaction de rétractation 

des siphons était lente et une large béance de la coquille était observée lors de l’exposition 
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à l’air. Cette large béance était suivie d’une fermeture des valves avec, parfois, le pincement 

des siphons à l’extérieur de la coquille.  

 

Au bilan. À l’instar des résultats comportementaux mis en évidence au cours de ces travaux 

et de ceux présents ou non dans la littérature scientifique, nous proposons l’existence d’un 

continuum de la réponse comportementale des bivalves exposés au pétrole brut. Il ne semble 

pas exister de différence fondamentale en fonction de l’espèce, du milieu, des conditions 

d’exposition ou des saisons. La Figure 8.2 présente le schéma global intégrant l’ensemble 

de nos observations et permet d’illustrer leur reproductibilité et complémentarité. Nous 

avons choisi l’amplitude d’ouverture des valves pour le réaliser car elle nous est apparue 

comme l’information la plus robuste, sensible et représentative de l’ensemble du 

comportement valvaire. Nous avons également choisi de nous limiter aux concentrations 

nominales d’exposition pouvant être écologiquement réalistes ainsi qu’aux périodes 

d’exposition durant lesquelles il n’a pas été recensé de mortalité significative (l’exposition 

de l’huitre à des concentrations strictement supérieures à 60 mg·L-1 est donc exclue de cette 

analyse). Au-delà de l’aspect de détection (présence - absence) du pétrole brut dans l’eau 

par l’analyse du comportement de mollusques bivalves, l’analyse comportementale va donc, 

avec ce type de schéma, vers un aspect quantitatif de la contamination de l’eau. Sans 

prétendre à fournir une concentration précise, le type de réponse comportementale pourrait 

nous suggérer la gamme de contamination de l’eau possible. 

 

 

Figure 8.2. Schéma global représentant 

le continuum comportemental analysé 

avec la Valvométrie HFNI lors de 

l’exposition de bivalves au pétrole 

brut, quel le milieu (eau douce ou eau 

de mer), l’espèce (C. fluminea ou M. 

gigas), les conditions expérimentales 

(semi-naturelles ou de laboratoire), la 

saison (hiver et printemps) ou l’année 

(2014 - 2016 -2018). 
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8.4 Discrimination de la réponse comportementale au pétrole 

brut dans un contexte multistress 

 

Au cours de ces travaux, l’ensemble des paramètres étudiés conjointement avec le pétrole 

brut a été choisi en fonction de situations pouvant refléter celles retrouvées dans le milieu 

naturel. En ce qui concerne l’expérimentation réalisée en conditions semi-naturelles avec 

les corbicules, nous avons travaillé avec les facteurs de stress, pollution sonore, baryum et 

pulses de turbidité. En conditions de laboratoire chez l’huitre, nous avons travaillé avec la 

pollution sonore et l’hypoxie.  

 

Pourquoi le baryum ? Le baryum est un élément trace métallique présent de façon 

naturelle dans l’environnement et de façon majeure dans les fluides de forage et les eaux de 

production, des sous-produits issus de l’industrie du pétrole et du gaz offshore (un pétrolier 

peut produire plus d’eau de production que de pétrole). Le baryum fait partie des métaux 

majeurs retrouvés dans ces eaux de production à des concentrations élevées (Neff et al., 

1987 ; 2011). En comparaison de l’eau de mer naturelle, les facteurs d’enrichissements 

peuvent atteindre des valeurs de l’ordre de 10 000 (Trefry et al., 1995) et dépassent 

fréquemment des valeurs de l’ordre de 1000 (Neff, 2002). En ce qui concerne la toxicité, 

Spangenberg and Cherr (1996) ont mis en évidence que le stade gastrula de la moule Mytilus 

californianus est affecté de manière similaire entre la contamination par une eau de 

production et la contamination par le baryum. Ces résultats sont en accord avec une étude 

réalisée par Higashi et al. (1992) où la toxicité de différentes fractions d’une eau de 

production avait été testée chez des embryons de la même espèce. Chez le poisson-zèbre, la 

perturbation de paramètres hormonaux a été mise en évidence lors d’une exposition de 21 

jours à des concentrations de l’ordre de 80 µg·L-1 de baryum (plus faible concentration 

testée ; Kwon et al., 2016). A notre connaissance, il n’existe pas d’étude décrivant le 

comportement de mollusques bivalves adultes en présence de baryum bien qu’il soit est en 

mesure d’interférer avec le métabolisme du potassium et de causer une stimulation 

musculaire (HSBD, 2012 ; INRS, 2012). Dans notre étude, les concentrations mesurées 

étaient comprises entre 90 et 100 µg·L-1 soit environ 10 fois plus que le bruit de fond 

géochimique mesuré dans l’eau douce du Gave de Pau. De plus, il n’existe pas non plus à 

notre connaissance d’étude concernant les effets de cet élément en présence de pétrole brut.  
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Pourquoi la pollution sonore ? On pense que la pollution sonore sous-marine générée par 

l’activité humaine est responsable d’effets dommageables sur la faune aquatique (de Soto, 

2016) mais l’essentiel des travaux est orienté vers les mammifères marins. Parmi les études 

réalisées, très peu l’étaient sur les mollusques bivalves au démarrage de la thèse (Ellers, 

1995 ; Lillis et al., 2013 ; Peng et al., 2016 ; Roberts et al., 2015 ; Solan et al, 2016 ; Vazzana 

et al., 2016). En 2017, Charifi et al. avaient caractérisé au laboratoire d’Arcachon la capacité 

de perception du son par l’huitre dans la gamme 10 – 1000 Hz par une approche 

comportementale basée sur la réaction de fermeture transitoire des valves. D’après les 

auteurs, l’huitre est donc en capacité de percevoir des sons générés naturellement dans 

l’environnement et des bruits d’origine anthropique tels que les bruits de cargo, de forages 

pétroliers et de plateforme d’extraction en activité. Lors de l’étude présentée dans le 

Chapitre 4, nous nous sommes attachés à comprendre les conséquences de la pollution 

sonore chez cette espèce. L’ensemble des résultats obtenus a montré un effet répresseur de 

la pollution sonore sur le plan comportemental, ventilatoire et métabolique, se soldant par 

une croissance moindre des huitres exposées. Ces résultats, qui ont depuis été confirmés par 

Shi et al. (2019), nous ont confortés dans l’étude de ce type de pollution conjointement au 

pétrole. Au cours de ces travaux, deux protocoles expérimentaux ont été mis en place : (i) 

lors des expérimentations de laboratoire chez l’huitre, le protocole présenté dans le chapitre 

4 (92 passages de cargos / jour), représentatif d’un port actif a été utilisé alors que (ii), lors 

de l’expérimentation en conditions semi-naturelles chez les corbicules, un protocole 

d’exposition plus léger, de seulement 4 à 7 passages de cargo par jour a été utilisé.  

 

Pourquoi la turbidité ? Les épisodes de turbidité font partie des changements naturels et 

fondamentaux survenant dans l’environnement aquatique. Au cours de ces travaux, les 

concentrations utilisées durant les pulses de turbidité étaient comprises entre 200 et 300 

NTU. Ces valeurs, qui sont des valeurs environnementales, peuvent être mesurées dans 

l’estuaire de la Gironde par exemple (Fuentes-Cid et al., 2014). Chez l’huitre exposée à un 

milieu turbide, on observe une diminution de la surface d’attache du muscle adducteur, 

effecteur de son comportement, avec l’augmentation de la turbidité (estuaire de la Loire ; 

gradient compris entre 24,1 – 630,4 mg·L-1 ; Dutertre et al., 2009). Le phénomène pourrait 

refléter un effet sur l’activité valvaire. De plus, en présence de pétrole et de matière en 

suspension, des agrégats avec certains composés tels que les HAP peuvent se former 
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naturellement et donc interférer avec les processus de contamination (Loh et al., 2018 ; Sun 

and Zheng, 2009). 

 

Pourquoi l’hypoxie ? Les phénomènes d’hypoxie sont en développement dans de multiples 

masses d’eau, aussi bien en haute mer qu’en eaux côtières, en liaison avec l’anthropisation 

et le changement climatique (Breitburg et al., 2018). Ils sont couramment définis par une 

concentration en O2 inférieure ou égale à 2 mg·L-1 (c’est-à-dire à une pression partielle 

d’oxygène dans l’eau PO2 ≤ 4 kPa, à 15 °C ; 21 kPa est la valeur de la pression partielle 

d’O2 dans une eau équilibrée à l’air). Divers processus physiologiques sont perturbés chez 

les invertébrés aquatiques en présence de ces phénomènes (Galic et al., 2019). Une hypoxie 

à PO2 = 4 kPa stimule l’activité ventilatoire de C. fluminea et conduit à l’augmentation de 

sa contamination par le cadmium avec la modification de la distribution tissulaire de cet 

élément (Tran et al., 2001 ; 4 kPa ≈ 4 % d’O2 dans l’eau ; = 2 mg·L-1 à 15 °C). Toujours 

chez le corbicule, des conditions hypoxiques de 4 kPa entrainent une augmentation de la 

durée d’ouverture des valves ainsi qu’une augmentation de la bioaccumulation d’uranium 

dans les branchies (Tran et al., 2005). Au cours de nos expérimentations chez l’huitre, nous 

avons appliqué des concentrations en oxygène de 2-3 kPa (≈ 2-3 % d’O2 dans l’eau ou 1-

1,5 mg·L-1 à 15 °C). Ce type de pression partielle correspond à la pression partielle critique 

(Pc) à partir de laquelle l’activité ventilatoire de la majorité des organismes aquatiques est 

ralentie. Comme nous l’avons précédemment décrit, la ventilation augmente avec la 

diminution de l’oxygénation jusqu’à une valeur critique de ≈ 3-4 kPa. À l’inverse, en 

dessous de Pc, la ventilation ralentit car l’oxygénation du milieu intérieur, qui ne peut plus 

être maintenue, devient limitante pour le métabolisme oxydatif des cellules. L’activité des 

muscles ventilatoires diminue alors (Massabuau et Abele, 2011). 

 

La réponse comportementale est-elle discriminante en présence de facteurs de stress 

additionnels ? Pour répondre à cette question, nous avons choisi de travailler à des niveaux 

de stress additionnels environnementalement réalistes. Mais nous montrons également, en 

fait sans grande surprise, qu’il faut prendre en compte l’intensité respective de l’ensemble 

des facteurs de stress. Or c’est un point que l’on voit peu ou pas abordé dans la littérature 

sur la problématique multistress. Au cours de nos travaux, nous avons abordé ce problème 

en étudiant la réponse au pétrole brut à 2 niveaux différents de pollution sonore.   
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La Figure 8.3, représente sur le même 

principe que la Figure 2.8 du § 2.6 (Chapitre 

2), les intensités relatives des différents stress. 

Chez les corbicules, en conditions semi-

naturelles, la réponse comportementale 

caractérisée en présence de pétrole brut à la 

concentration nominale de 400 µg·L-1 a été 

retrouvée en présence additionnelle de 

pollution sonore « légère » : 4 à 7 passages de 

cargos par jour (Chapitre 5 ; § 5.2). Dans ce cas, 

la puissance du stimulus pétrole brut (400 µg∙L-

1 nominal) a donc été supérieure à celle de la pollution sonore (4 – 7 cargos / jour), du 

baryum (90 – 100 µg∙L-1) comme elle l’a été à celles des pulses de turbidité (3 h / jour, ≈ 

260 NTU) et de la concentration de baryum testée.  

 

Par contre, au laboratoire, nous avons exposé 

les huitres à une pollution sonore 

plus « lourde » : 92 passages de cargos / jour, 

comme illustré schématiquement sur la Figure 

8.4. La contamination par le pétrole était de 

390-750 µg·L-1 (Chapitre 5 ; § 5.3), même 

ordre de grandeur que pour les corbicules à 

Lacq. Dans cette situation la réponse au 

pétrole brut n’a pas été retrouvée. Nous avons 

alors augmenté la concentration de pétrole 

comme illustré sur la Figure 8.5. Dans cette 

situation, la réponse caractéristique au pétrole 

a alors été retrouvée.  

 

L’hypoxie testée, PO2 ≈ 2-3 kPa était une hypoxie très forte, aux limites de capacité de 

maintien du métabolisme aérobie chez le bivalve (Massabuau et Abele, 2011). Nous n’avons 

pas observé de réponse comportementale au pétrole brut aux concentrations nominales de 

390-750 µg·L-1. Par contre la réponse était présente à la concentration de 2800 µg·L-1
.   

Figure 8.3. Schéma conceptuel d’une situation 

multistress introduisant la notion de pression de 

contamination. Ici, les corbicules ont été exposés à 

une pollution sonore « légère » de 4 à 7 cargos/jour. 

Figure 8.4. Schéma conceptuel d’une situation 

multistress introduisant la notion de pression de 

contamination. Ici, la concentration nominale de 

pétrole brut était de 390-750 µg·L-1 chez des huitres 

exposées à une pollution sonore « lourde » de 92 

cargos/jour.  
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Les Figures 8.4 et 8.5 résument donc la situation en mettant en évidence le problème de 

l’intensité relative des différents facteurs.  

 

À la lecture de revues récentes sur le problème du multistress (Jackson et al., 2016 ; Nõges 

et al., 2016), il nous semble que ce problème de poids relatif des stress est peu ou pas discuté. 

Nos travaux sur l’impact du pétrole brut à deux niveaux de pression sonore différents 

illustrent pourtant son importance. 

 

 

8.5 Relations entre activité valvaire et perturbations du milieu 

intérieur des bivalves exposés au pétrole brut  

 

Les analyses des perturbations de l’activité valvaire et du milieu intérieur des bivalves ont 

été obtenues (i) à la suite de l’exposition des corbicules à une concentration constante de 

pétrole brut en conditions semi-naturelles durant 3 jours à une concentration nominale de 

400 µg·L-1  (concentration mesurée, HCT ≈ 170 µg·L-1) et (ii), à la suite de l’exposition des 

huitres à des concentrations variables de pétrole brut en conditions de laboratoire durant 8 

jours a des concentrations nominales comprises entre 390 et 2800 µg·L-1 (concentrations 

mesurées en HAP comprises entre ≈ 120 et ≈ 4280 ng·L-1). Les perturbations du milieu 

intérieur sont issues d’analyses réalisées sur des tissus liés à l’établissement de l’activité 

valvaire des bivalves : l’ensemble muscles + ganglions nerveux des corbicules et le ganglion 

viscéral de l’huitre, particulièrement développé chez cette espèce et pouvant être apparenté 

à son système nerveux central (Galtsoff, 1964 ; Sugawara, 1964). Les différentes étapes qui 

se succèdent pour la mise en place d’un comportement approprié chez les organismes 

Figure 8.5. Schéma conceptuel d’une situation 

multistress introduisant la notion de pression de 

contamination. Ici, la concentration nominale de 

pétrole brut était de 2800 µg·L-1 chez des huitres 

exposées à une pollution sonore « lourde » de 92 

cargos/jour 
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vivants suite à la perception d’un ou plusieurs stimuli peuvent être résumées comme suit. À 

l’issue de la perception d’un stimulus environnemental, l’information sensorielle est 

intégrée centralement par les organismes. Des réactions physiologiques secondaires peuvent 

alors survenir et, ensemble, les changements physiologiques centraux et périphériques 

déterminent les réponses comportementales aux stimuli. Les changements 

comportementaux peuvent alors, à leur tour, influencer les processus physiologiques et la 

réponse à des stimuli ultérieurs (Scott et Sloman, 2004). Chez les corbicules ou chez les 

huitres, la perception sensorielle de la qualité de l’eau peut tout d’abord se faire au travers 

des nombreux chémorécepteurs présents au niveau du siphon inhalant des corbicules ainsi 

que sur les bords du manteau des huitres et des corbicules. La perception sensorielle peut 

ensuite également se faire par l’intermédiaire du transit de l’eau contaminée au travers des 

branchies richement innervées. Le message nerveux est alors intégré au sein du système 

nerveux des bivalves, c’est-à-dire au sein d’un ou de plusieurs de leurs ganglions. Diverses 

réactions physiologiques sont alors en mesure d’advenir mais nous nous sommes 

notamment attachés à mieux comprendre (i), les perturbations physiologiques des muscles 

adducteurs des corbicules puisqu’ils sont les effecteurs du mouvement des valves ainsi que 

(ii), les perturbations engendrées « en amont » en analysant directement les perturbations 

touchant le système nerveux des corbicules et des huitres. Chez les corbicules, où nous 

avons analysé le protéome de l’ensemble muscles + ganglions nerveux, nous avons montré 

que la diminution de l'activité nerveuse des ganglions (viscéraux et/ou cérébraux) pouvait 

conduire à la diminution de l’activité (métabolique et cellulaire) des muscles adducteurs qui 

à leur tour pourraient conduire à la diminution de l’activité valvaire des corbicules. Chez 

l’huitre, où nous avons pu nous focaliser sur le ganglion viscéral uniquement, nous avons 

confirmé qu’une exposition au pétrole brut était bien en mesure de perturber spécifiquement 

l’activité de ce centre nerveux. Les analyses réalisées ont révélé un remaniement des 

processus métaboliques et cellulaires avec un ralentissement d’activité qui apparait être la 

variation majoritaire. L’impact toxicologique apparait aussi important (induction des voies 

de la cancérogenèse par exemple) sans qu’il soit possible d’en envisager toutes les 

conséquences. Ci-dessous, nous proposons un schéma bilan synthétique récapitulant ces 

résultats et permettant de traduire la cascade d’évènements pouvant conduire à la 

modification de l’activité valvaire des bivalves en présence de pétrole brut (Fig. 8.6).  
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Figure 8.6. Schéma bilan permettant de visualiser la cascade d’évènements pouvant conduire à la modification 

de l’activité valvaire des bivalves en présence de pétrole brut.   

 

 

8.6 Les points clés retenus pour les aspects opérationnels  

 

Quels sont les atouts de la Valvométrie HFNI retenus par l’industriel ?  

L’industriel a retenu un certain nombre de points, qui sont pour lui les atouts de la 

valvométrie HFNI et de l’analyse du comportement, pour la surveillance du milieu 

aquatique autour de ses installations industrielles. Ci-dessous, l’extrait de la page 

web‡‡ correspondante.  

 « Un système de biosurveillance in situ  

Tous les organismes vivants peuvent détecter des perturbations causées à leur habitat. Une propriété 

qui se retrouve notamment dans les espèces marines. Forts de ce constat, nous avons mis en place 

une collaboration avec le CNRS et l’Université de Bordeaux pour identifier lesquels de ces 

organismes seraient les plus à même de fournir in situ, et en continu, un indicateur global de la 

qualité de l’eau. 

À la clé, une technologie des plus performantes : la valvométrie haute fréquence non invasive 

(HFNI), qui utilise des coquillages bivalves. Dotés d’un degré de sensibilité sans équivalent, ces 

                                                 
‡‡ https://www.ep.total.com/fr/innovations/best-innovators/best-innovators-2018/des-coquillages-bivalves- 

pour-une-biosurveillance 

 

https://www.ep.total.com/fr/innovations/best-innovators/best-innovators-2018/des-coquillages-bivalves-%20pour-une-biosurveillance
https://www.ep.total.com/fr/innovations/best-innovators/best-innovators-2018/des-coquillages-bivalves-%20pour-une-biosurveillance
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mollusques permettent de surveiller en continu et sans intervention humaine la qualité des eaux à 

proximité de nos installations. Et ainsi de détecter à un stade précoce l’éventuelle présence 

d’hydrocarbures. 

Le principe : équiper ces mollusques regroupés en valvomètres de micro-électroaimants positionnés 

sur les deux faces de leurs coquilles. Les électrodes génèrent un courant électromagnétique d’une 

fréquence de 10 Hz, suffisante pour suivre en continu l’activité de fermeture et d’ouverture des 

coquilles, sans induire de stress chez l’animal. En analysant les cycles d’ouverture et de fermeture 

des valves, on peut ainsi identifier en temps réel toute modification de comportement, synonyme de 

perturbation du milieu marin. 

Un pilote en conditions réelles dans le golfe Arabique  

Ce projet faisant l’objet de recherche depuis 2012, plusieurs essais ont déjà été conduits en 

laboratoire, en milieu semi-ouvert ou encore sur des sites naturels, comme en mer de Barents. Mais 

une nouvelle étape a été franchie en 2017 avec le pilote de démonstration lancé sur une plateforme 

offshore de Total ABK, dans le Golfe Arabique. Cette première mondiale dans le domaine du 

biomonitoring a ainsi vu l’installation de deux valvomètres équipés d’huîtres perlières locales 

(Pinctada radiata), à proximité de sondes physico-chimiques. 

Placés à deux profondeurs d’eau différentes, ces valvomètres permettent l’enregistrement quotidien 

de plus de 2,5 millions de données, envoyées en continu à une station de réception distante pour 

traitement et stockage. Si la campagne ne se conclura qu’au cours de l’été, elle a d’ores et déjà 

corroboré l’efficacité de cette technologie en conditions industrielles et opérationnelles réelles, avec 

des résultats très concluants en termes de caractérisation du comportement des mollusques, grâce au 

suivi de leurs cycles circadiens et circatidaux. Le pilote industriel a également confirmé son potentiel 

de détection des événements anthropiques, tels que la présence d’irisation d’hydrocarbures. 

Une technologie innovante, au service de notre acceptabilité  

Les atouts de cette technologie en termes de surveillance du milieu naturel et détection précoce des 

perturbations industrielles sont nombreux : 

 une sensibilité aux polluants 10 à 100 fois supérieure à celle des capteurs physico-chimiques 

usuels ; 

 une acquisition de données en continu, alors que les méthodes usuelles procèdent par 

échantillonnages ponctuels ; 

 une analyse au minimum de l’ordre de 15 à 300 fois moins chère que les approches actuelles, 

sur tout type de site industriel ; 

 une très faible consommation d’énergie, puisque la puissance requise est inférieure à 1 watt et 

que l’alimentation électrique peut se faire aussi grâce à un panneau solaire ; 

 une absence  de maintenance pendant plus de deux ans minimum ; 

 une intervention humaine limitée : pose sans recours à des plongeurs ; contrôle à distance grâce 

à une interface utilisateur en temps réel via Internet… 

 une déclinaison aussi bien en mer qu’en eaux douces, et ce quelle que soit la température. 

Véritable rupture technologique en matière de monitoring environnemental, la valvométrie 

représente aussi un formidable outil d’engagement sociétal et d’acceptabilité auprès de nos parties 

prenantes. En recourant à des espèces locales, nous facilitons la transparence et le partage de notre 

performance environnementale. Une appropriation qui ne s’arrête pas là, puisque nos parties 

prenantes peuvent également avoir accès à l’interface des résultats. » 

https://www.ep.total.com/fr/innovations/recherche-developpement/des-mollusques-pour-surveiller-la-qualite-de-leau-en-continu
https://www.ep.total.com/fr/innovations/recherche-developpement/des-mollusques-pour-surveiller-la-qualite-de-leau-en-continu
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8.7 Perspectives de recherche 

 

À l’issue de ces travaux, de multiples perspectives de recherche peuvent être suggérées.  

Tout d’abord, en ce qui concerne la robustesse de la réponse comportementale des 

mollusques bivalves face au pétrole brut, on pourrait préciser le continuum comportemental 

maintenant que des grandes lignes sont proposées. Augmenter la finesse d’analyse du 

comportement en fonction de différentes gammes de concentrations de pétrole brut pourrait 

conduire à développer l’aspect quantitatif de la Valvométrie HFNI, bien que l’étude du 

comportement n’ait pas pour objectif la détermination d’une concentration précise et ne 

remplacera par ailleurs jamais les dosages chimiques.  

Dans un contexte opérationnel, les analyses des périodes de post-exposition et d’exposition 

à répétition à différentes concentrations devraient être poursuivies et spécifiquement 

étudiées. On doit en effet envisager qu’à partir de certaines concentrations des effets internes 

irréversibles apparaissent sans entrainer de mortalité à court terme. Quels sont les délais de 

retour à un comportement « normal » ? Quelle est la gamme de concentrations qui permet 

un retour à ce comportement « normal » ? Dans quelle gamme de concentration les réponses 

comportementales sont-elles comparables lors d’expositions à répétitions ? La sensibilité à 

la concentration d’exposition est-elle maintenue lors d’expositions répétées ? Ces questions 

sont posées ici pour la valvométrie mais il faut bien sûr garder en mémoire qu’elles sont 

génériques pour tous les appareils de mesure qu’on utilise hors de la gamme pour laquelle 

ils ont été fabriqués ou calibrés. 

Au cours de ces travaux, nous avons décrit la réponse comportementale face à diverses 

concentrations de pétrole brut dont des concentrations massives et courtes mais qu’elles 

seraient les conséquences d’exposition chronique à des concentrations très faibles et 

longues ? 

On connait tout l’intérêt d’un site expérimental comme celui des Rivières Pilotes à Lacq 

pour des études en milieu semi-naturel. Pourrions-nous imaginer expérimenter dans un 

système équivalant à celui des Rivières Pilotes en milieu marin ?  

Nous avons travaillé avec un seul pétrole brut léger de Mer du Nord mais les observations 

auraient-elles été les mêmes avec un autre pétrole, moins léger par exemple ?  
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L’exploitation du gaz naturel en offshore se développe. Quel est le potentiel de la 

valvométrie avec ce type de produit ?  

À l’heure actuelle, c’est l’expertise humaine qui permet d’interpréter les modifications de 

comportement qu’on observe chez les mollusques bivalves lors d’une exposition à un 

contaminant. Or nos travaux de thèse suggèrent très fortement que nombre de ces 

comportements sont stéréotypés. Depuis de nombreuses années déjà, au laboratoire EPOC, 

nous réalisons la détection automatique de la mortalité (Sow, unpublished data) et des 

pontes (Ahmed et al., 2015 ; Sow, unpublished data). On a aussi commencé à réaliser la 

détection automatique d’un certain nombre d’autres aspects du comportement valvaire. La 

voie s’ouvre donc vers le développement de l’intelligence artificielle, ou plus justement de 

l’intelligence augmentée par ordinateur, pour pouvoir faire de l’analyse automatisée à 

grande échelle du comportement par valvométrie HFNI.  

Enfin, dans un contexte plus biologique et fondamental, on peut largement progresser dans 

la compréhension des perturbations induites par le pétrole brut et d’autres facteurs de stress. 

Il serait très intéressant d’aller plus loin dans la démarche de compréhension des 

modifications du milieu intérieur vues au travers de la seule lecture de l’activité valvaire en 

ligne et à distance.  Dans cette optique nous avons montré que l’analyse du ganglion viscéral 

de l’huitre, véritable petit cerveau, est faisable et pertinente. Continuer dans cette voie 

d’analyse spécifique apparait d’un intérêt certain dans le cadre des études en écotoxicologie 

mais aussi pour mieux comprendre l’éthologie des invertébrés marins.    
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