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L. Introduction

A, La conchyliculture dans un monde riche en COz

La Terre a &té témoin de nombreuees variatiorns climatiques raturlles aucours
de =on hitoire, maizs actuelement, les écosystémes subizzent un délglement sars
précédent. Ces changements sont prircipalement attribuables aux activités humaines,
matamment la combustion dérergies fossies. Elles ont entraing ure litération massive de
dioxyde de carbore (CO:) dare latmosphére, passant d'ervimn 280 ppm dare ks années
1850 & plus de 400 ppm aujourd’hui (MOAS  Observatoire Maura Loa, Hawaii).

Chaqueanrée, ervimn2s %duCO2 émiie dans l'atmosphére estcapte par les océars
(Friedlingsteinetal., 2022). Les différence s de pression patielle de CO; (pCo:) entre ez deux
emvironrements entraire b diffugion passive du CO: atmosphérique dans locéan. Le CO;
diezous dans l'eau de mer 22 tansforme zebn Méquation suivante (Gattuso et Harszon,
2011)

E[}E:ﬂhﬂ:l —_ EDE:.’_‘I.!]] + Hzr} — Hzfﬂ3 —_ HEE}E + H+ —_ E[}g_ + H+

Ces formes de carbore exitent en proportions vanablkes dare 'eau de mer, avec des
constantes de dissociation dé pendantes du pH. A un pH de 8.1, lion bicarbonate (HCO:)
congtitue 91 % du carbore inorganique dissouws (CID). Lawmerntation de la pCo;
atmosphérique entraine l'acdification de l'ocgan (AD) (Feely etal., 2004} . La concentration
enions bicarborate (HCCy ) et b ne HY awgmente et entraine ure aisse du pH (par b relation
pH =- log[H']). Par co reéquent, b dieponibilité des iore carbo rate (C0:™) diminue.

Sebn kb scerario démiesion le plus probable (35P3-7.0; GIEC, 2022}, laconcentration
de COz atmosphérique pourrait atteindre 800 ppmdici la findu siécle, entrairant ure bakese
moyenre d'erviron 0,032 unité de pHen suface. Ure diminution de 80% des o re ca bonates
est abrsd pevoir (O etal., 2005).

Lékevage des coquilbges est dézsormak confronté & ces chamboukeme nts
climatiques. Ceperdant, lNmpact de lMacdification sur la conchyliculture est encore iNconnu.
De mombreuses études mettent en évidence l'urgernce d'agir pour faire face & l'acdification
des océars et déwelopper des outils dlanticipation face & =es effets sur b production

conchylicole.



B. Effet de I'acid ification sur la physioclogie des omganismes
calcifiants

Laciificaton  des océans eat

probEmatique pour ks o ganiemes ca kifia nts COQUILLE

possedant un squektte ou ure coquille en

CaClh, tels que ks coraux, ks fora miniféres, Fluide
axtranalleal

kEz alues cakairezs et ks mollusques

Epilhsilivm ext.
(Gazeau et al, 2013). La crogzance de ces
structures cakaires epose sur b cakffication g Hémalyphe

(Ca* + €05 = CaC0s) et b disponibilité 3;

_ . i chains et e i R e LT
eniorns CO5™ (cf. figure 1). Figure 1. Processus de caldficabion de la coquile des

mollusques (C. E. LAZARETH 2008).

Zebn les espéces, kurcompe mouest protégé par une coquille composée da mago nite
et de calcite, deux izoformes du carborate de cakium (Gazeau et al, 2007). La calcification
eat déperndante des états de saturation (1) de ces deux éléments ((eacee 81 Qaagonre), BLK-
mémes =& reibkes au pH de l'eau de mer (chapl, Gattuso et Hareson, 2011) Le rapport 0
Eepesente 'Btat de saturtion de leau de mer en CaC0;. O contrdle ks pmocessus de
précipitation et de diesolution. Ure valeur =1 indique ure sursaturation, favornsant b
précipitationd uCaCOs. Lorsq ue [1<1, ks eaux devienrent corrosives et entraine la diszolution
de b coquille. Sous des conditone de sowe-saturation (<1}, Torganeme comperse kB
digzolution en allouant plee dérergie & b cakification, au détriment dautes fonctions
physio bgiques comme B croissance et b epoduction (Gazeau et al., 2013). Gobler et al.
2014 ort mortré qu'ure eau d pH 7.5 Bduit la croissance de 60% chez des pétoncles et
pak udes juvéniles et inhibe b méta morphose de B0%. Wellbdsenetal 2010} ort égalemert
obsemné sur 'huitre perliére Fincada fucala, ure réductio nde b résistance de la coquille de
26%, ks endant plus vulrérables 4 la pedation. Les activités métaboliques essentielles po ur
ks organismes, telles que b respimtion et lNngestion, peuvent égakement &te affectées
(Gazeau et al, 2013). LAD selbn sa =&vénté, peut induire un stress physiokgigue qui peut
conduire jusqua 22% de mortalité chez Ihuitre creuse Crassostrea gigas (Cailon et all, non
publia).

Depui lNAcoord de Parizs en 2016, ks solutio re appo fées pour réduire INimpact
duchangement global sur locéan s'orientent majpritairement vers des mesures d'atténuation,
c'est-a-dire la Bduction des émissions de gaz a effet de =erre, maizs enatterdant, il est urgent

denvisager des mesures d'adaptation aux chamngements encours.



C. Les macroalgues enco-culture pour atténuer et s'adapter a
l'acidification des oceans

Biengue lfauwgmentations du CO; dizsous ait des effets négatifs sur les anima ux
calcifants, cela peut pofiter aux espéces autotrophes marnres. Les poducteurs primaires
marireg contribuent & B0% au piégeage mondiak de ll'excés de CO:z via la photosyrthése
iChumg et al., 2011). Les algues peuwvent utiliser HCO; comme sources de CID pour kB
convertir en carbore organique (Surif et Raven, 1989 ; Kubler et Raven, 1984 ; Zou et
Zao, 2010 ; Ferrérdez etal., 2014).

De mombreuses recherches ort dentifié des cycles diurmes du pH de I'eau de mer
ervironrants 4 une végétation macma lpale. La photosynthése (purs)et b respiration (jours +
nuits) conduizent & ure amplitude de 1,2 4 1,5 unité pH, en forction de b dersité algak
(Duare et al., 2005 ; Midde lboe et Hargen, 2007 ; Wahl et al., 2018). En milieu raturel, ces
fluctuatiors du pH zont modules par b répartition spatiale des alues (ex. assires, bogunes
et baies), leurdersité ex. forétd algue) et influe neée par des facteurs enviro nneme nta ux, els
que Mhydrologie de Mhabitat (marée, courant) et b =zaizonnalité. Par exemple, les zones
citigres, peu profondes conrakse nt des élévations du pH plus forte (Mddelboe et Hanzen,
2007 ; Hud 2015). Un exemple de ce pkéromére en milieu contrélé et fe mé a été testé sur
Sacchanna latssima par Young et al. (2022). Le jpur, ks niveaux de pH ont auwgments
denvion 0,4 unité pH, atteigrant un maximum d'erviron 8,8 au boutde 7 jours (pHinea=7,2).

Les macmalgues, grice & kur capacité & influencer la chimie de 'eau ervironrants,
zont des cardidates pometteuses en tant que refuges chimiques potentiels pour les
organiemes calcifants (of. figure 2). Wahletal (2018) ont montré que la mouke Mytilus edulis,
grace & lauwgmentation de pH perdant ke jour, était capable de maintenir son taux de
calcification nomra | icondition témoin). De plus, ks moukes ont pofité d"un efuge temporelen
déplagart leur pmcessus de calcification perdant ks pérodes diurres, & pH éleve. DMaprés
ks expériences de Young et al. (2022} et Goblker et al. (2018), b croissarce des huitres,
placées en milieu acdifiés et fermé, augmente de 50% et 20% en pesence de Sa cchanna et
Uiva, respectivement. Elles sort désormais considérées comme des outie datté nuation au

cha mgement climatique (Duarte etal., 2017).

Auseinde b filigre oo nchylicole, scientifigues et producteurs (Culture dalgues
et conchyliculture en Normandie ; Etude de lerwironnement de la culture de PORPHYRA)
gaccordent & dire que ke systéme de co-culture (ex. surtables ostréicolkes) peut appo er, par
b diversification des espéces ékevées, des avantages importants. En plus daccroitre ke

potertiel de culture des macroalues & grande échelle (29% des pmduits de Faquaculture



mordiake en milieu mann avec 35,1 milliors de tonres en 20200 (FAD, 2022}, cela pourrait
favornzer kb dévebppement précoce et la cmissance des mollusques d'ékevage tout en
contrant ks effets néfastes de lNacidification des océans.

D.  Objectif du projet de master

Le supet détuwde s'irecrit dars ke projpet FEAMPA Coco nCOs, dont un des axes
vize & évaluer des techniques de végétalisation pour limiter ks effets de Tacidification.

Lobjectif de ce stage est dévaluer k bBEréfice du pare nanat macroalgues/bivalves
pour emeédier aux efiets de lacdification des océans sur 'huitre creuse Crassosirea gigas.
Le stage a ét& congu avec deux sous-objectifs. Le premier visait & aralyser linfluerce des
macmalgues sur ks paramétres physico-chimiques de l'eau de mer. Ensuite, ke secord o bigctif
etait detudier ks effets des macroalues sur b réporse physiobgique de 'huite creuss
confrortée & lacidification. Trok hypothézes ont &té avancées ;| (1) L'activité métabolique des
macmalgues pmovoque des changements de pHen fonction de b biomasss, de l'espéce et du
débit ; (2) Ces fluctuations de pH favoreent la croksance de C. gigas en milieu acdifié ; (3)

Les effets de ces variations de pH sur b cm ezance augme ntent avec la biomasse algake.

Acidification @& Mecéan

Photosynihese Respiration

Respiracion
-

- CaC0y

Figure 2. Schéma de synthese du polentiel des macrodlgues a créer des refuges pour les organismes
calcifiants (ici huitres) contre 'acidification de l'océan. Lephénomene est représente le jour (& gauche) et
la nuit (& droite). Les valeurs de pH sont tirées des expériences réalisées par Wahl et a. (2018)



1. Matériel et methodes

A.  Choix du mateériel biologique et maintenance

1. Le maténel biologique animal

Les huitres creuses du Pacifique Crassostrea gigas (Thunbenrg, 17930 ont &t&
produites dare des conditiors contrdlées (Petton etal., 2015). Le M3l (Maiszain Standa disé
Ifremer) estizssud’'ure reproduction massale de 106 animaux géniteurs (zex-ratio =0.19 MF),
initalement captés en Charente Maritime (Mamennes-0léron, France; 46°0€3"N, 17 73'0)
ertre 2012 et 2020 et stockés & TAber Beroit (Momd de la Bretagne, France, 48°34°30°M,
4736ME8"0). En juillet 2022, les géniteurs ont &8 trareféréz 4 b station marire de femer
située & Amgenton (Bretagne, France ;| 48°31"6"M, 4°46°2"0, France) dans des bassine & flux
ouwert de 500 L a 17C et alimentés ad fbitum perdant & semaires. Les gamétes ont &té
prélevés et fécondés ke 16 aout 2022 (Petton, Boudry et al, 2015). Agés de 45 purs, les
raiEs=ine ont ersuite été tarsférés & la staton marnre de 'femer située & Bouin (France)
pour poursuive B phase degmoesissement dans des cond itiors dalimentationo ptimisée @ jout
de micmalgues Skelefonema marino) et de température du milieu raturel Le 29/03/2023,
erviron2 000 N3lde b cohorte ont &té trarefé s sur ke site d" Argenton pour lexpérimentation.

Avant lexpérience, ks huites étaient maintenues & 15 °C dars des bassins & flux
ouver de 500 L, alimentés eneaude mer fitrée & 5 pm et exposés & l'irad ation UV, Les
animaux etaient nourriz ad libitum avec un mélbnge de deux espéces de phytoplncton, b
diatomée Chaeloceros muelieri (CCAP 1010/3) et la Prymnesiophyceae Tisochrysis lutea
(ICCAP 22714, 11 en pods =ec). La comcentration des alimerts a é&té mesurée
quatidiennement & l'aide d'un compteur d particules éecto niques (Coulter Multis zer 3) équipé
d'un tube d'owerture de 100 pmet maintenu & erviron 1 500 pm3duldans de l'eaude mer a
la sortie des bassine. La température (15°C), b salinité (34-35 g/L), le pHNES et l'oxygére
ot & contréiés quotdienreme nt avec ks sondes WTW %3101, cond340, pH 3310 et FDO
825, respectivement (Fisher scientific, |kich-Grafferstaden, France).

2. Le maténel biologique veaétal

Des algues ont &t& récoltées ke 3 avril 2023, B 5 juin 2023 et le 2 juillet 2023 4
la prezquile duvivierd Amentonabre que b température de l'eaude merétait derviron 11°C,
15°C et 16°C. Mouws avors récupéré lalgue verte Ulva sp. (Hayden, 2003), l'algue brure
Sacchanna latissima (C.E. Lane, C. Mayves, Draehl & GW. Saurders, 2006} et l'algue rouge
Palmaria palmala Weber & Mohr, 1805). Bien que 5. Blissima et P palmaila soent des



ezspéces facie ment identifables vieuellkement, ce nlest pas ke cas des espéces dugenre Liva
qui pesentert plusieurs phérotypes et ecessitent un séquencage de P'ADN. Comme nous

navors effectud aucure aralyse mokcukire, ldentification de 'ule est limitée au genre sp.

Les algues rouges et vertes pmoepérent sur l'étage médio-litto ral de b zore intertidale
tardizs que ks aljues brures provienre it du niveau infra-littoral. Les espéces d'alues muges
(Porphyra et Palmaria) et vertes coexitent raturellement avec les huites, tardis que ks
espéces dalgues brure (Laminaria et Saccharing) se trouvent & poximité, dans des zones
plie pofo ndes. Ces algues ont &té 28 kectionnées en mison de ke ur ca pacité &4 étre cultivées
dare des conditions similaires & celles des huitres en termes de température, de pH et de
zalinité. Enoutre, des études antéreures mettent e n évidence que pamiles a gues veres et
muges, Uva et ks espéces Porphyra et P palmala présentent une efficacité photosyrthétique
supéneurs (Chung et al., 2011). L'alue P palmaia s'est avérée &te la plus efficace pour
awgmenter ke pH de l'eau encorditiors expérmentales (cf. Anrexe [). Elle a été =&lectionnée

comme sujet dexpérimentation pour B co-culture.

Elles ont &t& collectées & pied durant les marées de vives eaux et mainte nues
vivartes pendant toute la due de lexpériernce. Les thalles les plus pigmentés et non
e poductifs ont &8 coupés au plus poche du campon. Toutes ks algues sont ersuite
rettoyées et pboées en quarantaine. Avant lexpérimentation, elkes subkzent ume
awgmentation de b tempéature (0,5 *Cloun pour atteindre la température des conditiors
expérmentales (15°C) dane un baszsin a fluxouwert de 500 L. Notre étude ne nécessitait pas
d'approbation éthique.

B. Designs experimentaux
1. Expérience de co-culture (&)

L'eau de mer éfait acidifiée par ure injection de CO; gazeux dans deux

colonres (of. figure 3 ;) niveau 1), contréiée par un régulateur de pH {F"n::nFIt:ur*eaIE 03 JBL,
Ludwigshafe n, Allemagre) activant ure électrovanne. Ce régulateur é&tait conrecté & ure
sonde de pH (pH-sersor Cal+, JBL), préabbement calibrée a lMaide de deux solutions

tampors C-vf:rtip:nurE Merck (pH de 4,0 et 7.0), mesurant ke pHdare ks deux colonres d’eau.

La dissolution du CO2 dare l'eaude mer des colonres était assurée par un Bacteur & bulle

Maifun M JEL® Ludwigshafen, Allemagre). Ure cobnne deau a été corgervée pour les

conditiors de pH ambiant.
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Figure 3. Représentabtion schémabigue du plan expérimental de Fexpeérence A. Un seuwl réplica sur frois esl
représents. Les fléches indiguent la direction de Fécoulement de Feaw. Chague unité expérimentale consiste en
un bassin de téte contenant des algues et un bassin de rétention contenant les huftres.

Leaude mer mon acdifiée et acdifiée a été ensuite répartie uniformément dans 6 et
12 unités expérimentales, respectivement, chacure corsistant en un Easinde t&te co nterant
ks akhues (cf. figue 3 ; niveau 2) ol laiezée vide comme témoin relié & un bassinde rétention
conterant ks huitres of. figure 3 ; niveau 3). Chagque unité expérimentale (UE) a &t& répliquée
trok fok et Bpai sur deux blocs pour la condition acdifiée et un bloc pour b condition
ambiarte (pln de zalle ; cf Anrexe V). Le débit d'eaude mera &té fixé & un débit optimal de
200 mUmin'a lentée de chaque UE (ef. Annexe 1) Tous les bassins étaient de 45 L (B0 =
40 % 19 cm) et échirés a ure intersite de 80 pmol photore.m™.s ' par des LED (EHEIM
powerLED+), couvrant tout le spectre de kb lumiére du soleil pour soute nir la crokzance des
aljues. La durée d'éclairage a été réglée & 14 heures de lumiére et 10 heures d'obscurité po ur
imiter ks corditions raturelies. Des pompes d'homogéréigation (3W) étaient égalemert
positio nrées dare ks bassine dalgues et d'huitres afin d'assurer le mélange d'eau. Les
aquariums sont vidés et les pamis sont retlovées, & ure fréequence de 1 fole par =emaire,

pour retirer lercrassement des alpues et les féces des huite s,



Leaude mer circulait du bassin de téte vwers B bassin receveur conterant les huitres

grace & ure pompe de trarsfert I:F"n::nﬂt:n-.-.rﬂ usl0 JBL Luidwigshafen, Alemagre) réglée & un
débitde 200 mLU/mirr'. Chagque bassin eceve ur était elié a l'approvisionnement alimentaire

par des tubes flexibles. Lapport de phytoplarcto n était assuré par ure pompe péristaltique

|:Isrr'|ea’uan::E de 20W, Suisse) enamont du bassin receveur. L'eaude mer a été échantillonnée
quotidiennement & lentrée et 4 b sorlie de chagque bassin receveur pour détermirer b

conzommationde phyto plncton a laide ducompteur de pa dicules é kectmnique.

Les aljues et ks huitres ont &t& placées dars ks bassire de téte et des bassirs de
Etention, espectivement, ke & avril 2023 (cf. figure 3). Les macmalgues sont exposées a 2
conditiors de pH maintenues corstantes . pH ambiant 4 8,15 (AMB ;| n=6) ou acdifié 720
O n=12). Les UE en condition acidifiée contienment différe ntes biomasses alga ks ;| &50g,
200g et ure biomassze optimale de 400g icf. Anrexe (). Pour des raizore bgistiques, nous
cho Bizzore d'exposer les huitres encondition de pHambiant seulement & la biomasse dalgue
optimak. Le pbn dexpérience est de type « factoriel réduit », cestddir que toutes les
combiraisons possibes re sont pas estées. La biomasse des huitres, dgées de 7 mo ks, était
en moyenne de 9005 g £ 0,24 g dars chaque bassin, o2 qui correspord & 75 individus.
Chaque lot d’huitre a &té allbué a Batoirment 4 ure unité expérimentale. Lexpériernce a d ué
29 jours jusquiau 2 mai 2023,

2. Expérience de co-culture en cohabita tion directe (B)

Unaystéme expérimental en flux ouvert & 2 niveaux a été utilizé (cof. a nrexe V).
Les huites =zont plecées en comabitation dare les bassire avec les algues. Ce pbn
expernmental g'inspire de systéme de coculture dars lequel les alhues poussent dars les
structure s délevage des huitres. De manire similire a la méthode précédente, ks deux types
d'eau de mer, acidifiée et non acidifiée, ont &€& Epatizs de maniére uniforme darns 12 et 4
unités expénmentales respectivement. Les unités expérimentales avec de l'=sau acdifiée
comprenaient trok tmitements distinets - un contd ke avec ssulkement des alues, ure co-
culture d 'huitres et d'algues, airei qu'un contréle avec seuke ment des huitres (cf. annexe W ;
niveau 2). En raizon de limitatio re matérielles, b condition de vegétalisation en milieu non
acidifié n'a pas été incluse dans lexpérie nce. Chagque tmitement a ét& g pliguée quatre fois et

positio nré =2 bon le plande zalle enanrexe VI

Le ¥ juin 2023, ks ahues et ks huitres ont ét& phoées dans ez bassins, soit
irdividuellement soit en cohabitation, et soumiges 4 deux corditiors de pH maintenues
constantes, simibires a8 lexpérience pecédente. Chague unité expérimentale avec
vegétalisation conterait 200 g d'algues. Les huitres juvéniles dgées de 9 mois ont &8 divisées



en 12 lote de 9005 g £ 0,24 g, corespondant & 40 indwvidus chacun. Chaque bt d'huitres a
et attribué de maniére aléatoire & ure unité expérmentale. L'sau de mer entrante a &té
acheminée a un débit de 200 mL.mirr' et & ure empémtue de 16°C. Toutes ks unités
expérnmentales ont 18 soumizes a4 une photopériode de 16 heures de lumiére et 8§ heures
diobscurité, mpodukgant ks conditions ratuelles. Lexpérience s'est poursuivie perdant 22
jpurs, jusquiau 28 juin 2023.

3. Expérience de co-culture avec troks algues (C)

Le systéme expérimental est identique & lexpérience B cf. Anmexe VI Cette
expérence permet d'dentifier les effets de troi espéoes d'alpue, Paimaria palmala, Ua sp.
et Saccharina latissima, sur la coissance des huitres en condition acidifiée. Ueau de mer
acidifiée a été réparties de manigre homogére dare 16 unités expérimentales. Chaque unité
expérmentale était coretituée d'un bassin ol algues et huites colabitaient ou d'un bassin
Emoinavec ks huitres seules. Chagque traitementa &€ B pétée quatre foiz et positionné zebn
kEpbnde zalke en Annexe VI, Les algues et ks huitres o nt &€ placées dans les bassine ke 2
juillet 2023, lls sont exposés & ure cordition de pH mairtenues corstantes, 7,10 (n=16).
Chaque LIE végétalisée conte mait ure biomasse algake fixe de 200 9. Les huitres N3] dgés de
¥ mois ont &8 eparties en 16 bts de biomasse de 9006 g = 0,25 g, avec un nombe
d'individ us équivalents de 70 individus, Chagque ot d’huitre a &t allowé akBatoirement & ure
unité expérimentalke. Le débit, b température et la photopériode sont de rtique s & Fexpérie nce
B. Lexpérience a durg 21 jpurs jusquau 25 juillet 2023.

C. Mesure des paramétres physicochimiques de I'eau de mer

Le pH total (pH7) de leau de mer, b tempémature, b saturation en oxygéne
digzous et [a zalinité ont &t mesurés ure foie par jour aprés 7h de lumiére dars ous les
bassing & l'ade d'ure sonde multiparmmétrique portable (MultiLine® Multi 3630 DS - WTW
eectrode de pH SenTing 940, zonde doxygéne FDOB 925, électrode de cormductivité
TetraCon® 925 ; Xylem Aralytics, Weilheim in Oerdayern, Alemagre). Des sondes
multiparamétres ont &t placées sur plusieurs cycles de 24h en enregistre ment toutes les
15min dare ks différents traite ments afin dobtenir des suivis temporels du pH & haute

fréquence.

La préciion de Blectrode de pH a été wérifiée une fois parsemaine avec des tampors
Cerlipur® MBS (pH 4,0, 7,0 et 9.0 ; Merck, Darmetadt, Allemagre) et éalonré sur l'échelle
totale (pH;) avec un tampon certifié Trie/HC! & ure salinité de 35,0 (fourni par A G, Dickson,
Scripps Inetitution of Oceanography, San Diego, Etats-Unis). Des échantilo ns d'eau de mer



(B0 mliortété prékevéstmi fok aucours de lexpérience Aet B pourdes analyzes d'alcalinité
totale (AT). L'eaude mer a été filtrée & travers des fitres en micmfibre de vemre GF/F de 0,7
pm (Whatman®, Flo rham Park, Etats-Unis) et immédiatement empo Bonnée avec ure solution
satuie de chiorure me curique a 0,05% avant kb stockage. L'AT a &€& mesurée & [N rastitut de
B mer (Villefrmnche-sur-Mer, Alpes-Maritimes, France).

D. Mesures biometriques

La masse corporelle movenre totale coquille + tesu), b longueur et B maszse de b
coq uilke, et la masse humide moyvenre de chairont &€ mesurées ind viduelementsur unsous-
échartillbnde 1530 huitres audébutetd b finde chaque expérience dars chaque bassin.

E. Analyse statistique des résultats

Les tests statistiques ont tous &t& réalisés avec le bg ciel Refudio. Le bgiciel R
w422 avec les pmgiciek « Ime », ont & Uileés pour toutes ks aralyses ANOVA, La
mormalité des Bsid us a ét& vérifiée grace a des diagnostics graphiques et ke test de rormalité
de Shapiro-Wilk.

Le modéle mixte linéaire géréml (GLMW) a é&té utileé afin d'évaluer Teffet des
conditiors sur ks paramétres physico-chimiques de leau de mer et sur les paramétres
biométriques des huitres. Le bassin a été corsidé e comme ure variable aBatoire. Nous avonrs
assumé que ks variabkes dépendantes ex. pH) pewvent akabirement varier entre les
bassing, et motre intertion était dintégre rcette variabilité dars motre modéle. Ceci e pesents
ure méthodobgie statetique puizsante qui intégre & b fois les effets corstants (e traiteme nit)
et ez effetz a Batoires (ke kassin). La méthode Wileée pour estimer ks paramétres du modéke
ezt le Maximum de Yrakemblance Restreint (REML). Cette méthode permet une estimation
plus précize des para métres brequll v a des effetz aléatoires dars le modéle. Une a ralyze de
variance (AMOWVAY & un facteur a &t& emplové pour &valuer b significativitd du modéle. Elie
permet de tester si le facteur "Traitement” a un effet significatifsur ks varia bles dépendantes.
Pour finir, le test « emmeans », avec un seuil de significativité de a = 0,05, calcule les
moyennes estimées po ur chaque niveaudu facteur « Traitement ». Toutes les donrées sont
e pesentées sous forme de movennes = SE. Mows utilisors lamument « painvise » afin
deffectuer des comparaizore multipkes entre les niveaux du facte ur. Les esultats ont fourni
ks compamizons deux & deux entre s tmitements, airgi que leurs diffé ences estimées et
ks intervalles de confiance. Les graphiques ont été effectués avec kb pro bgiciel « gglot2 ».
Toutes ks wariablkes descriptives chimigues et biobgigues ont &8 représentées
graphiquement par rapport au te mps et aux traitements. Les bames d’emeur sont es emeurs
standams SE, repesentant b variabilité ertre ks bassins.
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lll. Resultats

A. Résultats de l'expérience A
1. Effet de b végétalisation sur ke pH de leau de mer

Les pHr de leau de mer sur b période expérimentale pour chag ue traitement
zont résumés dare la figure 4. || My avait pas de difféence de tempémature (16,04°C 20,14, p
=0,312) , et de =alinité (34,76 peu 20,08, p =0,2977) entre les tratements. Le pHe ncordition
AD éaiten moyenre de 7,244 £ 0,04 et stable pendant les 29 jours d'exposition (cf. figure 4
etAnrexe X p=0,0001)

a
.51 8,45 -
b 8,24
g18 b
8,03
EE.CI- .
z ¢ 7,64
] 757 ¢
7,48
7.51 d I 737 7.47
€ 732 735
7,24

AMEB - 0 AMB - 400 AD -0 AD - 50 AD - 200 AD - 400
soinari

ttage [ rivest -acue [ riveasz - vurre

Figure 4. Représentation du pHr moyen par traifement - AME et AQ en fonchion de la biomasse et par
niveaw : 1 frouge ;& gauche) et 2 (blew [ & droite). Les valewrs affichées sont les pHr moyens associes.
Des leffres distincles indiguent des différences significatives parmiveau a p = 0,007,

Auniveau 1 cf. igure 4 ; enouwel, kB pH:r est différent significativement entre les
traiterme nts (AMNOVATRitement ; p< 0,0001), & lNexception des traitements & biomassse 200g
et 400g (p = 0,19). Les Esultatzs ont mont® que ks alues en condition AME emontent
significativerment ke pH de 0,26 unité par rapport & la condition sans algue (p = 0,0001) . En
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1001

condition AD, ure biomasss de B0g, 2009 et 4009 auwgmente nt significativement le pH de 0,11,
0,33 et 0,40, respectivement, par mppot autraiterme nt 2ans algue.

Au niveau 2 (cf. figure 4 ; en blew), avcure différence significative n'a ét& obsemnvée
entre ks tratements sars algue et avec B0 g dalgue (p=0,18). De méme, auwure différe nce
significative n'a & coretatée entre le traitement avec 200 g dalgue etceluiavec 400 gd'aljue
(p = 0,86). Parcoregquent, les huitres ont &t& soumises & des traitements dertiques. Les 4
traiterme nts peuvent &tre regroupés par pH- endeux catégores : ACD B0 (pH- moyen =735
+0,02) et AQ-200_400 (pH- moyen = 7,47 £0,03).

2 Effet de la vegetalisation sur la croissance des huitres

Durantla période dexpé imentation, en corditions AMB et AD, lintroduction de
la végétalisation n'a pas eudeffet discemable surla croesance des huitres juvéniles (ANOWA
mixte & deux facteurs "Traitement” et "Durge dexpérience”).

0 10 20 30
Durée d'expérience (jours)

Traitement = AMB-0 -8 AMB-400 - AD-0/50 - AD - 200/400

Figure 5. 3uivi temporel masses humides totales moyenres des huitres partraitement sur les 30
jpur de lexpérience A Une repesentation des masses movennes a twa a &t inclus dars B
figure. Des lettres distincte s indiquent des différences significatives & p < 0,001,
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A B suite de 29 purs dexpérimentation (cf. figure 5), en corditon acidifiée, ure
awgmentation non sig nificative de 4% été corstatée entre ke traitement « avec algue » [(AD-
200_400 ; maszze movenre = 141 g) et le traitement « 2ans algue » (ADOD_50 ;. masse
moyenne =136 gl (p =0,11). Aucure distinction significative n'a &t décelée dare les masses
et ks bngueurs moyenres de coquille, ks masses individuelles moyenres, airsi que les
masses moye nres de chair humide.

B. Resultats de l'expérience B
1. Effet de b végétalisatio nsur ke pH de leau de mer

Les pH- de leau de mersur b période expérimentalke pour chag ue taitement
gontrésumeés dans la figure 6. |l My avait pas de différe nce de tempémature (17,39°C 2040, p
= 0,1072) , et de =alinité (35,58 pesu 20,05, p = 0,2553) entre ks traite ments. Le pH- en
condition AQ était en movenne de 7,18 £ 0,03 et stable perdant ks 21 jours dexposition (cf.
figure BA ; p= 0,0001).

Ays Bys
-
_ il 8
l‘-' -
L s
g L L .
i . * A
i 3
&
75 75
" -O—A\._H 4
f N T
-
70 .0
Jn 12 Jun 1E Jn 213 AN l.l.'.Hl'i.lh D s Ague s hutve A0+
Dhuriss disapsirsrss
TmBemant -= ANB - AD s Hgiig b AQ + At + Helve Sy RO+ Aiguss Traitement [ w2 [l 2o+ e [ 50« nigue s e [ 50 2 mign

Figure 6. Swvi temporel du pH par tafemeant pendant 27 jours dexpérience (A) et représantation du pH moyen
par traiterment sur la durée expénmentale (B). Les valewrs affichées sont les pHr moyens associés. Une ligne

verte a été fracée pour représenter le pHr en condifion sans alyue, pHr = 8,15, Des lelires dstinctes indigueani
des différences significabives & p = 0,001.

Zebn la figure 6B, kB pH- éait significativement plus éleve de 0,39 10,31, dars les
traiteme ntzs vagétalizés par rappornt au traitement =ans algues (ANOWA "Taitement”, p <
0,0001, p = 0,0001). De plue, les traitements végétaleés difftraient significativement (p =
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0,007g). Dare un bassinde co-culture, ure amplitude jour/nuit de 0,45 unité pH a &té obseré
aur les donrées hautes fequences (of. Anrexe X[

2. Effet de b végétalisatio nsur b croeszance des huitres
A partir du jour B et 9 (cf. figure 7), l'eflet de l'acdificatio n et de b végétalisation

gont significatif par rapport aux contidles (ANOWVA mixte & deux facteur « Traitement » et
o Durée d'expérience » ; p<0,0001 ; p=0,004).

1304

120 -

110 -

Masse totale moyenne (g)

90 4

0 5 10 15 20
Durée d'expérience (jours)

Traitement -# AMB + Huitre -#= AO + Huitre =& AO + Algue + Huftre

Figure F. Suivi temporal des masseos humides tolales moyennes des huftres par fraitement sur fes 22
jours de Fexpérence B. Une représentalion des masses moyennes d fywa élé indus dans B figure.
Des lefires distincles indiguent des différences significatives a8 p = 0,001.

Apes ure expositibonde 22 jours (cf. figure 7)a un miliew acdifié (AO+Huite ;| masse
moyenre = 106g), b masse humide des huitres diminue significativermert (&nmova
w Traiterment » ; p =0,0001 § de 16% par rapport au milieu ambiant (AMB+Huitre ; masse
moyenne = 131q9). Dars un milieu acidifié et végétalieé (AD+Algue+HuUte ;| masse moyenre
= 113g), b maszse humide moyenre est significative ment plus élevé de 7% (p = 0,0003)
compar & b condition acidifiée dépourvue d'algues.
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Masse iotale de coquille (g)

o

Masze de chair séche (g)

Les résultats des parmmétes biométrigues icf. figure 8) reflétent ks obsemnations
concerrant la masse totale moyvenre humide. Lorsque mows coreidérors b masse de chair
sache, aucure différence significative n'a & mise en évidernce entre ks tmitements (A mova
Traitemert”; pvalue =0,1160). Cependant, la vegétalization enenvironmrementacdifié permet
de ze différencier significativement, enauwmentanrt b masse irdividue lle moyenre de 7% (cf
figure 80, b masse coquillere de 7,5% (cf. figure BA) airsique b bngueur de coquille de
4.6% (cf. figure 8B).

d E d
* 29 I
80 - §
L'
% 28 - b
75
b b4 &
x |
70 & gw 1
= 25- ®
65
AMB + Huitre  AD + Huitre AD + Algue + Huilre AMB + Huitre  AD + Huitre AD + Algue + Huilre
scenar soEnani
= |
D 3.3
a
31- a _ [ ]
E a 2 a4
:
2.54 =
5 291 b
=
- [::
2.7 = 2.7 c
AME + Huitre A0 + Huitre A0 + Algue + Huitre AME + Huitre A0 + Huitre AD + Algue + Huitre
sehrarii SCnari

Traitement 4 AMB +Huire 4 AD +Huira ol AD + Algue + Huitre

Figure 8. Relations des masses, longuewrs de Crassosirea gigas parrapport aux traitements [avec (4)
la masse coguilére, (B) la longueur coguiliére, (C] B masse du pool de chair humiden=40 individus],
(D) | masse individuele folale. Chague point est la moyenne de 40 indvidus préleves pouwr chague
condition, & NMexcepfion du pool de chair humide. Des lelfres dstncles indiqguent des différences
significatives a p = 0,001.
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C. Resultat de I'expérience C
1. Effet de b végétalisation sur ke pH de leau de mer

Les pH- de lTeau de mer sur la pérode expérimentale pour chaque traite ment =ont
Esumes dare la figure 9. I My avait pas de diférence de température (16,63°C 20,18, p=
0,0336) , etde zalinité (35,70 peu £ 0,04, p =0,55068) entre ks traiterments. Le pHen condition
AD éaiten moyenne de 7,09 20,07 et stable perndant les 22 jours d'exposition (cf. figure 94 ;
P 000017,

&0

&0

751

TAf 2 b
7,31 7,30

731
i
: 7.21
729
7,09
T
ID‘ -

Jul 10 Jul 17 .i-l:li-hlﬂ.ltﬂ A & dlgueR D w iguay

o & iopiriancs

Trailaimesn =& &3 = AD+Aguall =he AD=Agual 5 A+ Aigea¥!

Figure 9. Suivi temporel du pHr par traitement pendant 22 jours dexpénence (A) el représentabion du
pHr moyen par fraitement sur la durée expérimentale (B). Les valews affichées sont les pHr moyens
assocés. Une ligne verte a été facé pour représenter fe pHr en condiion sans algue, pHr = 8,15. Des

leltres distinctes indiquent des diférences significatives a p = 0,007,

Zebn b figure 9B, les traitements végétalizdés augmente nt significativement le pH de

0,22, 0,21 et0,12 unité dare les bassire avec algue brure, rouge et verte, eepectivement,
par @ pport au traitement 2a re algue (ANOVA unidirectionrelle "Algue”, valeur p<0,0001).

Aujour 3 de lexpériernce, undysforctionrement du systéme dacidification a entraing
ure forte bakse du pH dans 6 bassins d'ure étagémre. Cette perturbation a persieté pendant
plie de 24 Freures et a provoqué une diminution de b cmissance dare le groupe temoin et
celui avec Palmaria, entraimant un biais dare laralze. Afin de minimiser l'effet de ce
dysforctionnement, ks bassine touchés par b période de forte acdificatio no nt &€ exclus des

aralyses de croksance airgi que des représentations graphiques.
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Masse totale (g)

2 Effet de la végétalisation sur la croissance des huitres

A partir du 145 jaur (ef. figure 10), l'effet de b végétalisation est significatif sur
ks masses humides des huites (ANOVA mixte & deux facteur; p =0,0450).

e | a
} a
110 -
1004
90 - : .
0 5 10 15 20
Durée d'expérience (Jours)

Traitement - AD - AD+AlgueB - AD + AlgueR -w AD + AlgueV

Figure 10. Suivi femporel des masses humides folales moyennes des huitres par fraifferment sur fes 21
jours de Fexpénence C. Une représentalion des masses moyennes & by a eté inclus dans fa figure. Des
leltres distinctes indiquent des diférences significatives a p = 0,007,

Apres 22 jours dexpérience of. figure 107, aucure différence significative (Anova
o Traiterment » ; pvalue = 0,9928) n'est obzervée ente B traitement sars algue (AD | masse
moyenre = 112g) et b co-culture avec Ulva (AD + AuweY ;| masse moyenre = 112g). De
méme, aucure différence significa tive mest idertifiée entre ks traiteme ntz de co-c ulture avec
Palmaria et Saccharing (AD + AlgueR, masse moyenre = 117g ; AD + AlgueB, masse
moyenre = 116g) (pvalue = 0,27T8). Ceperdant, b masse des huitres, exposées a Palmaria
et Saccharinag, est significativerment plus éevée de 4,5% par rapport aux traitements sans

algue et avec algue verte (pvalue =0,0028).

Lorsque l'on considér la masse de chair humide of. figure 11B), awure différence
significative na &8 mise enévidence entre ks dive s traitements (p = 0,0994). Enco-culture
avec Uva (cf. figure 114), une diminution significative de 3 % de la masse individ Lelle a ét&
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constatée parrapport autraitement sars algue (p=00357). [l My a auwure différence pour b
masse irdividuelle (p=0,1820%et b longueur de coquille (p = 0,9995),

Par ailleurs, la co-culture avec FPalmaria prézente ure auwgmentation significative (p =
0,00158) de b masse s&che de b coquille iof. figure 110, atteigrant 13 %, ce qui =& évéke
plus mamué quavec Saccharing © %) (p = 0,0401). Les co-cultures Palmara et Saccharinag
affichert ure brgueur de coquille moyenre (cf. figure 1100 airsi qu'ure masse individuelle
moyenre (cf. figure 11A) signifcativement supérieures de respectivement 8 % et 5 % par

ra pport aux huites élevées sans algue.
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Figure 11. Relafions des masses, long vewrs de Crassostrea gigas par rapport aux faitemenis [ avec fA) B
masse individuelle fotale, (B) B masse du pool de chair humide{n=15 indiwdus], (C) la masse coguilliére,
(D) I longueur de coguille. Chague point est la moyenne de 15 individus préleves pour cha gue condition, 4
Fexcepbon du pool de chair humide. Des lefires dstinctes indiguent des différences significatives 8 p < 0,001,

18



V. Discussion

Au cours de cette étude, lexposition des huitres cre uees Crassosirea gigas a
un pHracide de 7,20 a entrai ré ure réduction significative de 20% exp Aletde 16% (exp. B)
de keur maszssze individuelle moyenre (coquille + chain) par rapport aux corditiore ambiantes.
Parailleurs, lorsqu'elleso ntété éevées enco-culture avec Palmana palmata, ure a mélioration
par mppot aux effets négatifs de lacdification a été observée, avec ure awgmentation de 4%
inon significative, exp. &) et de 7% significative, exp. B) de b masse individuelle moyenme
des huites. Dars l'ereemble, ces esultats fournizzent un apegu de B capacité des
macmalgues & atténuer les effets régatifz de l'acidification des océans sur ce bivalve
daquaculture. Apes ure élude approfordie sur trok types dalgues différentes - Ulva,
Sacchanra et Palmaria - pouraméliorer la croksance des coquillages, nous avors identifié
lalgue rouge et brure comme étant plus approprées pour ure uileation en co-culture, La
cohabitation avec la dulse (Palmana) et kB kombu [(Saccharing) a entairg une awgmentation
significative de 5% et 4% mespectivement, par mpport au groupe Emoin, tardis que b

cohabitation avec Uiva n'a montré aucure augmentation significative.

A, Developpement de la zoo-technie et phyco-technie de la co-culture
en laboratoire

L'effet de la tem pérature, luminosité et photopériode

Il est important de moter que ks performances des algues pewvent varer en

forction de facteurs ervironrementa ux applig ués.

Lirntersité lumineuse, b photopériode et latempémature ont &€ maintenues constantes
aulong de l'expérimentation. Pour maximizer la photosynthése, mous avore phcé ks alues
dare kure conditiore de croksance optimakes, sebn ks recheches de Forlez et Lunez
(1980). La température optimalke de cmissance se situe gérémlement a utour de 15°C pour b
majorté des ahues (Palmana ; Momare et Simpson., 1981). Dans keur étude, b croissance
des algues &tait 4 son optimum kbraque les densités de flux photoniques dépassaient 70 WE
m~2"". Les espéces dalgues eulitorales (par ex. Uiva et P paimata) nont pas montré de
diminution significative de leur taux de croiesance 4 ure forte luminosité (250 pEm~.&™"). En
evanche, e faux de cmissance des algues brures sublitorales (par ex. S Bbssima) a
diminug d'envimon 50 %, Clest pourquoi mous avo re choiidappliquer ure intersité lumine use
de 80 pE m™~ 57", Les algues rouges et brures ont montré une amélioration de leur croissa nce

avec une photopériode croissarte, pouwvant allerjusqu'a 24 k. Enrevanche, ks aljues vertes
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ant démontré ure diminution de performance av-deld de 16 hde lumér. Nouws avors donc
choki de reproduire b photopériode de lenvironre ment raturel, en re dépassant pas 16

heures de lumiégre pour chacure de nos expénmentatiors.

Bien gque ces paramétrez =zoient ajustés pour mefléter les conditions
emvironrementakes exténeures, ik ne capturent pas l'entiére co mpexité etouwée dans les
ecosyeteémes raturels (par ex. b météo, marée, sakon). D'autres alues pourraient awvoir des
performances différentes ou équivalentes da re des corditions variées de tempémature et de

uminosité.

L'influence des ormances des algues

Motre =&lection s'est focalizée sur tmis catégornes dalgues | les aljues vertes,

muges et brures.

Dare uncortexte ratumel noncontélé, 'Btude merée par Young et al. 20217a monté
des variatiore de pH sur un site de prod uction d'algues Saccharina latissima. A I'inté feur des
irstallatiors aquacoks, l& pH moyen s'est avérd supéneur dervimon 0,15 unité pH. Ces
fluctuatiors ont presenté des vanatiors significatives aucours de la jpurrée, atteigrant jusqu'a
1 unité pH de différence. Ces corstatations sont vé rifiées par ks mcherches merées par Wahl
etal. (2018} aussind 'ure fo Bt marire de Fucus. Ces études co nfirment b capacité des alg ues
a zenir de refuges chimiques pour la faune ervironrante. Cependant, la littérature ne fournit
pas de clanficatiore évidentes sur ks peformances spécifiques des différentes espéces
dlalgues quant & leur capacité & offrir un refuge optirmal. Motre choix d'utiliser Palma fa palfmala

Epose principakement sursa capacité & reduire les fluctuations mocives du pH mocturre.,

Mos esultats concermant Uiva ont démortré quen dé pit de =a capacité 4 awgmenter
significativerment ke pH de 0,12 unité en pesence de lumiére exp. C), elle présentait des
variatiore mnoctumes du pH sueceptibles de compromettre b cmissarnce des huitres, dues a
ure acdification nocturre de 0,13 unité pH (cf. Annexe XII). Enevanche, Palmaria palmaia a
affiché ure efficacité optima ke enélevant ke pH de 0,22 unité perdant b joumée (exp. C), tout
en minimieant la réduction nocturre de 0,04 unité pH. De méme, Ialgue brune Saccharinag
latizsima a obtenudes rézsultats simikires auxalgues rouwes en awmentant i pH diurme de
0,21 unité (exp. C) et en mainterant des niveaux nocturres de pH plee élkevés. Ces
conclusions sont renforcées par ks expériences prélimiraires réalisées dans des conditiors

de pH ambint (cf. Annexe 1.
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De plug, il estessentiel de prend e en oo reidération des facteurs ek que les
inte mctions potentie les avec dautes oganiemes (microfaure et macmofaure” brs du choix
d'ure algue. Par exemple, les esultats de Etude merée par Dugeny et al. 2021) nous
irfo ment que Uiva sp. a induit une perubation du microbiote bacténen de 'huitre, attérant
airei =a epores immunitaire, ce qui a ultimement rendu ks huitres plus vulrérables & b
maladie. Par corggquent, nous avons prie b déckion délimirer compitement l'utilisation

d'Uva en co-culture avec ks huitres.

L'effet densité-dépendant

Dare motre &tude, nous avors exploré leffet de différentes biomasses dalgues
sur ks fluctuations du pH. Le choix des 400 g comme biomasse optimale pour lexp. Aa été
guidé par motre objectif de mairtenir un pH diurre ékeveé =zans induire ure acidification
significative b nuit, & un débit fixe. Eneffet, au-del de 400 g, mouws avore obse wvé que ke pH
=2 stabilizait (of. Anrexe (). Le phéromére de photo-ombrage, ol les algues a la surface
limitaiert b photosyrthése des algues situées en dessous, est possibement & Torgine de
cette stabileation. De méme, les algues ont entraing une faible acidification de leaua partir

de 400 g, suppozant ure respiration nocturre plus importante.,

Ces fluctua tiors du pHdiurre peuvent &tre relbtivement importantes, dépassant parfois
1 unité de pH sebn plieieus études (Mddelboe et Hargen, 2007 et'Wahl, 2013 ; Hurd, 2015
ccomme indiqué dare les expériences menées au cours de cette &tude). Nos résultats ont
montré que la capacité des aljues 4 moduker le pH &tait dimcteme nt liée a leur biomasse. A
400 g dalgue, kB pH a enregistré ure élévation de 0,40 unité (cf. figure 4). Une étude menée
par Wahl et al. (2018} a illustré comment ure diminution du pH due & des niveaux éeves de
o0 (pH = 7,74} a été entérement compersée par seulement dewx individus [masse humide
= 40 g} de Fucus vesiculosus. Ceperdant, dars le cadre de rotre expérie moe, réalizée & un
pH corsdémblement plue bas (pH= 7.24), b photosynthése n'a pas suffia restaurer ke pH de

l'ea uaLx conditions ambiantes.

Il =t impoant de noter que ke choix de b biomasse dalgue peut varner en
forction des espéces dalgues Utilieées et des choix zootechnique s du systéme expérimental

débit, volume deau).

'Ensemble des animalx benthiques dont ks bille estsupéneure & 1 millimétre, taillk sufisante pour
étre facilementdistingué & loeil nu. Soncontraire est B microfalne (non vieibke & Toeil nu).
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L'effet debit-dépendant

Dars motre étude, nous avo rs examirg l'effet de différents débits sur ke pH afin
dé&valuer comment ces variatiors pourraient influencer b Bussite de b coculture. Dans nos
conditiors expérimentales, les Esultats ont révéls que des débits supéreurs 3 400 mL.min’
pourraient e pas éte suffieants pour permettre aux algues de remonter efficacemert ke pH
diurre par rapport au pH initial. En effet, e pH diume apparait &tre ure fonction décmizsarts
du débit, suggérant qu'une diminution du débit favorize ure meille ure élévationdu pH perdant
ks heures de lumigre. Sur la base de nos observations, un débit de 200 mL.mirr' a &té
consdér comme optimal. Ce choix a été gudé par la nécessité de maintenir un équilibre
entre les besoine physiobgiques des huitres et ks effets des alues sur le pH. Un débit trop
éleveé aurait minimisé '€Evationdu pH. D'un autre cité, un débit trop faible aurait pu entraver
b detributio n adéquate du phytopl ncton dare ke systéme, ce qui aurait &€ défavorable pour

b croisance des huitres.

En utilizant un débit de 40 mL.min ', Wahl et al. (2018) montrent que la présence de 5
irdividus de Fucus vesiculosus (poids humide = 100 g) a conduit & ure éEBvation 0,70 unité
pH. Bienque b biomaszse ait &8 augmentée de quatre fois, nos variations o beerndes (exp A
delta pH = 0,40 pour 400 g) restert rebtive ment moire pononcées enraizon de motre débit
également supérieur de quatre fo k. Lapproche insitu et en mésocosme, telle que décrite par
Jiarg et al. (2022), a misen lumigre b réactiondu pH de I'saude mercirculant & un débit de
1000 mL. mir . Un individu de Saccharina @ponicus (200 g en biomasse humide), a &t& en
mesure dauwgmenter e pH de 0,11 unité pH dare ces corditions. Nos propres résultats (exp.
B figure 8) quant & eux, ont démontré ure élévationdu pH de 0,40 unité pour ure biomasss
equivalents, malgré un débit cing foke plus faible. Ces corcleions s'accordent pafaitement
avec motre aralyse des effets du débit sur lElévation du pH dierigire biogénique. Elles
zouligrent clairement b corglatio n significative entre ks variabkes de biomasse et de débit

brs de B miee en place d'un systé me de co-culture .

Ure approche prudente bazsée surure compréhensionapproford ie des besoins
des organismes impliqués est essentie e pourchoiir B débit optimal. lest dorc important de
moter que le débit peut étre spécifique & notre systéme expérimental de co-culture.

Linfluence du systeme d'élevage

Un améragement de culture efficace est eszentiel pour oblenir des effets
significatifs sur la croksance de lhuitre. Les régimes hydrodyramiques et mélange d'eau sont

imporants dans la conception d’'urne co culture optimale.

22



=

compite du wlume fotal du bassin d'huitre, méme aprés lajout d'une pompe
d'homogéréiation. De plus, étant donné que lexpérience a été merée en interaction avec
latmosphér, i est possible qu'un phémomére de dégazage du CO; se soit poduit entre les
deux niveaux. Celb a entrairg ure hausse du pH dars le bassin dIhuites. Le dégazage
pourmit expliquer l'orgine de la faible différence obse vée entre les bassire €moine AD et
ceux conterant 80 g dakues. En raigon du temps de rétention prolbngé (3h30min) de l'eau
dare le bassind huitre, il est présumé que b espirtiondes huitres ait irduit une diminution
du pH. Cette cicorstance justifie b similitude des esultats entre les tmitements & 200g et
400g d'algues.

En corséquence, no e avons décidé dexpérnmenter un systéme de cohabitation o
ks algues et ks hutres =ont élevées dars kB méme bassine MNowe avons limité airei ke
dégazage et enforgore kb contact de leau traitée par ks algues avec ks huites. Avec o2
aysteéme, nous
exphitors la couche limite de difusiondes macmophytes, décrite par Corrwall etal. (2014) et
Wahletal (2018). Dars ks pelites zones d'rabitatde Lostera et Fucus environ 1-2 m®, Wahil
et al. (2018) nont pas détectd d'impact significatif des macrophytes sur b chime des
carborates. |l est pobablke que ks habitats =2 kectonnés étaient trop pelitzs et kb @appord
biomasseho lume d'eau trop faiblke pour mod ifier de maniére substantielle le pH de l'sau de
mer erviro nrante.

Ainzi, lexpérience B illustre comment latté nuatio n biogénique de l'acdification
peut &tre importante & 'échelle d'un bassin de 40L en flux ouve d, tout en dépe rdant fortemert
d'un mpport bomasseiolume deau fort.
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L'effet des huitres sur le pH

Dars lexpénence en mésocosme de Jiang etal., 2022}, lNalgue 5. aponica a atténué
ke reque dauto-aci fication causé par C. gigas. En effet, les huitres peuent mod ffier e pH
par leur activité respiratoire et le process us de cakification. Ceperdant dars notre étude, lexp.
E metenvaleurs ce phénomére (cf. figure ). Le pH moyendars le tmitement de oo rabitation
est significativerment plus faible de 0,08 unité par @ pportau tmitermentavec des algues == ules.
Ces résultats sont & nua ncer avec la biomasse uilizée, lAge des huitres airsique b quantité
de mourriture distribuée. Les huitres mourries ad libitum possédent ure activité respiratoire
accrue afin d assurer Ningestion. Ainsi, enphase nocturne, le CO: produit parles algues et les
huitres peut-étre respo reable d’ure forte acidification, si ke ratio biomasse ahue et huite est
trop faible.

B. Les bénefices apportés par les algues sur la croissance des
huitres

L'effet d'une glevée sur les huitres creuses

Les effets négatifs de lacificatonsur la croesance et b survie des bivalves
ont &t& bien documentés. La diminution du pH entraire ure cmizzance plue lente et un
potertiel risque de prédation Thomeenetal, 2013).

Corformément aux études precédentes qui ont &value b réporee des bivalves
juvéniles & des niveaux ékevés de pCO: (Gazeauet al, 2013 ; Luttier et al, 2022}, ks huitres
crewzes dans la prézente étude ont connu des diminutiore de b masse moyenre totale de
20% fexp. A 30)) et 16% (exp. B; 22)) dars les traitements non vBgétalisés. Audela de b
Eduction des maszes otaks, b masse et b ngueurde coquille ontégakme nt été réduites par
rapport aux tratements ambiant. Cette obesemnvationest cobérente avec les résultats de Coline
et al., (mon publiée) qui ont démonté que tous ks paramétres de b coquile sont impactés
ra pdement dés ks pre miéres diminutiors de pH.

Les réporges de Thuite & l'acdification pe uvent cependa nt &tre plus nuancées
et complexes & des stades ultérieurs de la vie et & tavers ks gérératiors. De plus,
lacclimatation varie =elon les espéces d'huitres (Gazeau et al, 2013 ; Coline et al., non
publiée). D'autres recherches sont nécessaires pour détermirer si les rézsultats de b pesents

etude se traduimient & des stades ultérieurs de la vie ou d travers ks géré mtions.
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La végétalisation facilite la croissance coquillére des huitres

Dare nos expériences, b préze nce de végétalisation a remonté le pH moven
de 0,1 & 0,4 unité pH par rapport au pH initial. Cette augmentation du pH pourrait étre
EEréfique pour la calcification.

Sebn la ittérature, ks macoalues peuvent afiecter & pH dars ks écosystémes peu
profonds et modifier la peformance des organemes cakifiant. Ure étude réalizée par Anthory
et al. (2013) a dvé e quen prézsence de végétaux marins, la deponibilité en caronates
awmentait perdart b joumée. De plus, Wahl et al. (2018) ont démontré que les
auwgmentatiore diurres du pH pmovoqués par Fucus vesiculosus foumissaient un refuge contre
ks conditiors acd fiées pour M. edulis, Le taux de calcification de M. eduls augmentait de
40% par 0,5 unité de pH.

Dare b prézente étude, P palmala a poduit ure awmentation de la croksanee de C.
gigasdare ks deux premigres expériences Balizées. Les résultats de Mexp. Amont pas pemis
de conclure sur ks b&réfices de la végétalieation. Le choix zootechnique de oo mpartimenter
ks huitres et ks algues a povoqué un rapprochement des pH de la co rdition témoinetde b
condition vegétalizée. Dans l'exp. B, les masses totaks moyvennes des huitres étaient
significativerrent plus ékevés de 7% dare ks tmitements & haute tereur en CO: avec
vegetalizsation par rapport & ceux 2are algues. Parailleurs, la massze et longueur coquilé e
zont plus ékevées en prézence de végétalieation. Les algues facilitent indirctement ke
processus de formation de b coquile en awgmentant ke pH ervironrart. Des études plus
précizes du systémes des carborates po umaient &tre engagées afin d'obzerver lNmpactde b
vég étalisation sur la disponibilité en COy™ .

Yourg et al, (2021) mo ntrent quen prézence de 5. jalssima e taux de crokzance de
C. vingnica est meilleurs de 40%. Ure étude plus arcienre de Young et Gobler (2018) indique
quen pesence d'Ula, kB taux de crokzance C. wignica est supérieur de 20%. Ces
expérences sont réaleées en mile ufermeé et refiétent difficilement les fluctuatiors jour/nuit du
pH. Néanmoirs, Ialgue brure semble impo ser des corditions de pH moire acides que lMalgue
verte, Pas extersion, mous pouvons assimilerce résultat 8 Nrexp. Cde notre étude. Mous avons
maontré quil My a aucun avantage a dieposzer Ulva avec ks huites car cette cordition
expérmentale re == différencie pas du traite ment & moin. Au cortraire, P palmala et 5
labizsima placées en associatio navec les huitres permettert ure a wmentation de b masse
totale moyenre de 5% et 4%, espectivement.
Lirterprétation de ces s ultats doit prendre encompte b va rabilité provoquée
par b zootechnique du syatéme. Pour Fexp. C, un incdent technique a provoqué ure forte

acidité et a fortement impacté b crokzance des traitements impactés. ci, nouws =woulignons
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peuvent étre neutraleés etiou améliorés par IElévation diurme du pH entminés par les
macmalgues. L'auwgmentation du pH moyen et l'augmentation de lampliwde des fluctuatiors
du pH diume dépends des paramétres technigues sékectionnés. En somme, b force de cet
effet bEréfique ezt iée au rapport entre la biomassze algak, le volume d'eau et la vileszs de

zon dépbcement.

Cependant, les expériences en laboratoire ne meflétent pas toute b complexité du
milieu marin. Les Bsultats de notre étude sont spécifiques aux co nditiore expérimenta kes, aux
espéces, niveaux d'acidification et co nditiors ervironrementa les. Afinde pouo ir géréraliser
ks Esultats, | mous faud @it étlerdre motre étude afin de quantifier b dé pendance au corte xte,
en particulier & plus grande échelle aquacole. De plus, nos expériences ont &8 réalisées a
court terme et mont possiblement pas capturé les effets & long terme des algues sur b
croizsance des huites. Les interactiors biotiques entre ks deux organismes pewent avoir
des effets spécifigues mnon derntifiés dars notre étude.

A l'avenir, kes avantages de l'algoculture pour les bivalves d'&élevage poumaie ntdevenir
davantage contextualizéz en forction de I''abitat. Le réchauffement et lacidification des
océans corstituent ure double merace pour les écosystémes cotiers (Agostini et al, 2021) et
ks bivakes en particulier Talmage et Gobler, 2011 ; Matoo et al.,, 2013). Des études
multifactorielles, abodart ces phémoménes en lien avec ks effets de leutmphisation,
pourr ient co rtribuerd approford ir notre co mpré hersion des services écosysté miques foumis

par ks macma lues.

Enconclusion, b pratique de la culture dalgues au =2in de sites osteicoles
zemble ze pEsenter co mme ure stratégie avantageuse pour b protection des bivalves face a
lacdification présente et future.,
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aArgentonalors que b tempé ature de l'eau de merétaitd'erviron 117 C. Nous avors récups e
lalgue verte Uiva spp., lalgue brure Saccharing labissima et l'algue rouge Palmana palmaia.
Les méthodes de récolte et de corditionrement post-rgcolte sont décrites dare la partie |l
« Matériel et méthode ».

E. Plan et systéme expérimentaux

i, mous avors uilizé unsystéme & flucowen d 1 niveaux ol Mleaude merest i patie
uniformé ment dare 6 unités expénmentales, chacure corsistant en un bEssinconterant les
des aljues rouges, vertes ou brures. Chagque unité expérimentale (UE) a &€& epliguée en
deux exemplaires réparti sur 1 bloc. Les conditions de culture des algues sont décrites dans
ke matériel et méthode cf. pardie 11). La photopériode a ét& fiée a 10h/14, afin de copier ks
conditiors en milieu nature . Les akues ont &t& plcées dare les assins, le 25 févrer 2023.
Lre biomasse algak arbitraire a été fixée & 500 g £ 1,3 g dare chaque bassin. Chaque bt
dalgue a été albwé akatoirment & une unité expérmentale. Uexpérience a duré 8 jours
jusquiau 27 février 2023,

C. Mesure des paramétres physico-chimiques de N'eau de mer
Le pHugzde leaude mer, la te mpérature, la saturationen oxygéne dissous et b salinité
ant &t mesurés deux fois par jpur et ure fok en fin de nuit dars tous ks bassine & l'ade du
meme dispositif décrit dare ke matériel et méthode (cf. partie ). Des multiparamétres ont &8
phcées perdant 26henenegietement & fequence de 15min, dare les diférents traitements
afin d'obte nir des suivis tempore ke du pH.
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D. Resultats
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Fgure 12 Relevé haute fréquence du pH MBS [A) pour bois espéces dalgue ;| Sachcarinag
latizssima, Palmaria palma la el Ulva sp., pendant une durée de 26h et de pH NBS moyen(B) des
rélevés HF en fonclion de la phase de lumiére pour les frois espéces dalyves. Une ligne verte
a gie fracée pour representer le pH en condiion sans algue, pH = 8,30

Par ure ara lyse graphique icf. figure 124), Falmana palmala 22 conforme B mieux a
rmos critéres de sSlection. Corformément & la figure 126, c'est lalgue rouge qui gérére le pH
diurre ke plus éevé (pH = 8,89 £ 0,034) et prézente également le pH nocturre kB moins as
(pH =8,75 £ 0,014). Lefficacité de Saccharinag et d'Ulva est moire pmno ncée.
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Figure 13. Représentalion graphigue des amplitudes JourNuit du pHyes par mpp ot a u pH ambiani
(8.15) en fonchion de Fespéce dalgue ;| Saccharing labissima, Palmaria palmala ef Ulva sp. Les
données sont issues des releves pontuels swivant 7h de lumidre et 12h de nuwit.

Leffet de lespéce d'ahue est significatif sur B pH diume et moctume (Anova
unidirectionrelle ; pvalue =0,00585, pvalue =0,0008).
Apes 12 hbeurs de nuit (cf. figure 137, Ukva entrmine ure réduction significa tive (pyva lue
= 0,0008) de 0,85 unité de pH par rapport d un bassinsars algue (Bmoin; pH =8,15). Il M’y
a pas de différences significatives entre Palmaria et Saccharing en ce qui concerre le pH
moctume (pvalue = 0,5518). Palmana presente ure diminution sgnificative moire prononcée
du pH moctume (pH moyen =7, 71 £ 0,064 apés 12 heures de nuit) et affiche b plus grande
awgmentation significative de 0,47 unité pH (pH moyen= 8,62 £0,046aprs ¥ heurs de jour).
En compamieon, Saccharina re manifeste pas b méme effcacité que Palmarma, en
provoquant ure reduction de 0,53 unité (brure ; pH = 762 £ 0,052) et en irduiant ure
évationdu pH de 0,17 unité (brure ; pH = 8,32 £0,023).

Farmi ks diffétrertes abues évaluges dans notre systEme expérimental
contldlé, clest Falmana palmaia quia démontré ke plus grand potentiel pour augme rter ke pH
diurre et minimieer labaigsement du pH rocturre. En oo negquence, mous avons choisi de

continuer & utilizer cette algue pour les prochaines étapes de notre étude.

Annexe Il - Expérience 2 : Choix du débit
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E. Plan et systéme expérimentaux

Moue avore mene deux expénences successives afin d¥valuer limpact du
débitzur le pH. i, mous avone utilied un systEme 3 flux ouvert 8 1 niveaux ol Meau de mer
ezt Bpatie uniformément dans 6 unités expérmentales (UE).

Pour b premiégre expérience exp.a)l, chaque UE était corstituée d’un bassin conterant
des algues rouges et soumis a des débits réglés & 0, 100, 280, 400, 700 ou 1300 mL.mirr".
Pour la secorde expérience exp.b), le débit entrart &tait réglé & 0, 100, 250, 400 ou 700
mL.mir' avec un bassin bissée vide comme tEmoin &4 400 mL.min'. Chaque unité
expérmentale (LUE) a été répliguée en un exemplaire réparti sur 1 bloc. La biomasse des
aljues a &t& fixde & erviron 300 g £ 1,4 g dars chague bassin. Les algues ont &8 plcées
dare ks bassire kB 10 et 15 mars 2023, Lexpénence sestdéroulée sur 5 purs jusqu'au 15 et
20 mars 2023,

C. Mesure des paramétres physico-chimigques de 'eau de mer

Le pHuezde leaude mer, b température, b saturationenoxygére diesous et b salinité
ort été mesurés deux fois parjouret ure fois en finde nuit dars to us les bazsine & laide d'un
diepositifmultiparamétrique portable. Des multipam métres ont &€ placées pendant 5jours en
enregistrement & fréque nce de 15min, dare ks traiterments 0, 400 et 1300 mL.mir' (gxp. a)
etd, 100 et 700 mL.min ' (exp. &) .
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Fgure 14. Suiv temporel haute fréguence du pH pour six débils pendant une durée de 120h
exp. 8 (A) et exp. b (B). Une figne verte a élé fracé pour représenter le pH en condilion zans

alyue, pH =830

Nous avons opté pour lenregistrement séquentiel de b corditiona 0 mU/min’
dars l'exp. a et l'exp. b afin de faciliter la compa mison des gsultats. Conrformément & b figure
14A et 14B, les profils de pH 0 mU/min™' suivent une cinétique similir. Par conséquent, les

deux expénences sont co mparables (cf. figure 15).
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Figure 15, Représentation dau pH NBS moyen des releves haute fréqguence an fonction de a
phase de lumiére pourles frois ospéces dakyues. Uneoligne varte a élé fa ode pour représantor
le pH en condition sans algue, pH = 8 .30
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Les donrées a haute fréquence (cf. figure 14B et 15) mettente névidence que b requ'un
débit dépasse 700 mU'mir j[courbe bleue), ks effets de Palmaria sur ke pH sont dilués.
Lamplitude du pH est mlatvement faible entre ke jour et la nuit (cf. figure 15).

AvHde B de 400 mU/mirr! (oo urbe violette), Palmaria semble ne pas pouvoir augmenter
de maniére significative ke pH diurre par mpport au pH initia | (8,15). De plus, 4 ce débit, des
phazes dacid fication noctumes zont obeervées, conduizant & ure Bduction de 0,17 du pH
moyen. Par coreéquent, il est péfémble d'utilize rdes débits inférieurs & 400 mL/min.

8.7
8.6 -
8.5 -
8.4 -
8.3

pH MBS moyen

0 500 1000

Figure 16. Représantation fndaire des pH NBS moyen par debit. La régression est réalisde sur
fos refeves ponctuals (n=1 pour chague dabit). La meswre a g effectude aprés 7h de flumidre,
sur 1200 denregistrament. Une ligne rouge a éfe facode pour représe ntar fo pH sans algueg

Sebn b figure 16, lestobzeng que ke pHdécmitzignificativement en fo nction dudé bit
AMOVA & débit », p=0,005). Corforméme nt aux obse vations précédentes (of. figure 15), les
débits optimaux sont situés dans la plage de [100 : 400] mU/'min™', o0 ure amélioration de [0,2
-0,03] unitéd pH est corstatée.

En particulier, un débit de 200 mU/'min est identifié comme optimal et =@

Eetenuy pour notre systéme de co-culture.,
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B. Plan et systéme expérimentaux

Mous avo e mené ure experience afin d'évaluer lmpact de b biomasse sur ke pH. Ici,
mus avons uilizg un systéme & flux overt & 1 niveaux ol leau de mer est répartie
uniformément dars 6 unités expérimentales (LUE). Chaque LE était constituée d'un bassin
conterant des algues rouges & des nivea ux de biomasse difféerents. 0, 40, 120, 240, 400 et
B0 g =ont ks biomasses que o ws choiskeszo re dexpérmenter. Chaque unité expérime ntale
(UE)a été plguée en unexemplaire répartizsur1 bloc. Le débit d'eau enentrée de bassina
&té fixge & erviron 200 mL. min', selon lexp. 2. Les algues ont &té plcées dans ks bassins
22 mars 2023, Lexpérience sestdémule sur 5 jpurs jusqulau 27 mars 2023.

C. Mesure des paramétres physico-chimigques de 'eau de mer

Le pHugzde l'eaude mer, b température, b saturation enoxygére diesous et b salinité
ort &t& mesurés deux fois parjouret ure fois en finde nuit dars to us les bazsine & laide d'un
digpositif multiparamétrique portable. Des multipara métres ont &té placées pendant 5 jours en
enregistrement & fréquence de 15min, dare ks traitements conterant 120, 240 et 400 g
dalgue. Avant lexpérience, la préciion de lEkectrode de pH a été Erifiée ure fois avec des
tampore Certipurg MES.
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Figure 17, Rolewvés haute éguence du pH NBS [A) pourles biomasses algales ;- 120g, 240g of 400g,

pendant une durée de 120h et de pH NBS moyen (B) des rélewvés HF en fonction de ja phase defumiére
pouries frois biomasses. Une ligne verte a &lé fracée pour représenter le pH en condifion sans algue,

pH = 8,30
Auvcun traitement Mabaksze lacdité de Neau plue bas que ke pH =ars algue (cf. figue
17B). Les données & haute fréque nce démontrert que b biomasse de 2400 pmoduit les effets
ks plus favormables sur ke pH (cf. figure 17A ; courke rouge). Le pH moven diurre g'éBve a
8,52 £0,01. Le suivi met en évidence qua ure biomasse de 120 g (cf. figure 17A ;. courbe
beus), les effets des alues sur le pH sont significativerment plus faibles of. figure 178 ; pH
moyen diurne = 8,40 £ 0,017 . A ure biomasse de 400 g (cf. figure 17A ; courbe viokete), i| My

a pas de diférences significatives entre les pH moyens diumes.
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Fgure 18. Représentabion linéaire des pH NEBS moyen par biomasse. La régression est
realisée sur les releves poncluels (n=1 powr chagque biomasse). La mesure a été effectude
aprés Th de lumiére et 12 de nuit, sur 120h d'enregisirement

Zebn les résultats des rekevés porctue ks, eprézsenté en figure 18, le pH pendanrt b
journée auwgmente signifcativerment de maniére cmizsante en forction de la biomasse
AMOVA & biomasse », p<0,005). Au-del de 400g de biomassze, leffet sur ke pH diminue.

Le pH perdant la nuit este corstant (cf. figure 18). A partir de 400g de biomasse, les
alues commencent [Egérement & Bduire ke pH.

La biomasse de 400g est co reidérée comme o ptimale et sera mainte nue po ur

rotre systé me de co-cultue.
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Annexe V - Schéma expérimental de I'ex périence B
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Annexe V- Plan de salle de lexpérience B
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Annexe VIl - Schéma expérimental de lNexpérience C
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Annexe X — Représentation des données ponctuelles de lNexpérience A
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Figure 19. Suivis du pH diume aprés 7h de jours pour les 3 niveaux : colonne d'eau (A), bassin d'alyue
(B8] et bassin dhuftre (C) pour chaque traifement.



Annexe X — Représentation des données ponctuelles de lNexpérience B
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Figure 20. Suivis du pH diurne aprés 7h de jours pour les 2 niveaux : colonne deau (A), bassin de
cufture (B) pour chagque traitermeant.
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Annexe Xl - Représentation des données HF de Nexpérience B
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Figure 21. Suids temporel en haule fréguence du pH dans un bassin de co-culfure falgue + huitre) et
pH NBS moyen en fonction du jour et de & nuit
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Annexe Xll - Représentation des données en haute frégquence de I'expérience C
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Figure 22 Suivis temporel en havte fréquence du pH et pH NBS moyen en fonclion du jour
et de la nuwit en fonction des taifements
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