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INTRODUCTION

En France trois principaux types de phycotoxinesiveet contaminer les mollusques
bivalves : les toxines diarrhéiques (DSP), lesrtesiparalysantes (PSP) et les toxines amnésiantes
(ASP). Les toxines DSP et PSP ont été retenuesqatier étude en raison d’une part, de la fréquence
et de I'extension croissante des épisodes dus &k & d’'autre part au risque élevé présenté par les
toxines PSP. La perte économique engendrée partaefure des zones est inquiétante pour les
professionnels. Il est donc important de pouvaduver des solutions afin de limiter les périodes
d’arrét de vente. Une piste consiste a détoxigues rapidement que dans la nature des mollusques
déja contaminés. L'application d'un tel procédéesdite de connaitre au préalable les conditions
initiales de contamination des mollusques ainsi des parameétres intrinséques (digestion,
métabolisme, réponse immunitaire) et extrinséquemfosition floristique, température, salinite,
matieres minérales) capables de modifier les aneffis de contamination et de décontamination.

Les objectifs de cette étude étaient d'établir &) poids des différentes variables
environnementales dans les cinétiques de contaomndes mollusques bivalves ii) la localisation des
toxines et la correspondance anatomique aux ‘caimpamts’ utilisés dans les modeéles de
contamination / décontamination iii) la capacités dmicro-algues toxiques a modifier I'activité
valvaire et plus généralement & moduler les cagmdiadaptation des bivalves a ce type de nougritur
iv) la spécificité de la réponse inflammatoire gstéme immunitaire des bivalves, selon les especes
de bivalves et les toxines V) la relation entrenitabolisation des toxines DSP et le métabolisese d
lipides chez les bivalves

MATERIELS ET METHODES

Des épisodes de contamination de moules par désetoxiarrhéiques ont été observés en
Baie de Vilaine au cours de I'été 2007. A cetteastan, des préléevements de mollusques ont été
réalisés tous les 15 jours au cours de 9 campagwes, une fréquence plus importante lors des
contaminations des sites ‘Les Granges’ et ‘Marescéécontenu toxinique et la composition lipidique
(réserves et lipides) ont été analysés sur lesdgkaigestives, respectivement par HPLC-MS-MS
(Hess et al, 2003), et par HPTLC. Les paramétresohgtaires morphologiques et fonctionnels ont
été mesurés sur I’'némolymphe par cytométrie en. flux contamination de ces deux sites a été
comparée a celle de ‘Kervoyal’, site de référenceréseau de surveillance REPHour le DSP.
L’analyse des classes de lipides de réserves straetures a également été réalisée sur les glandes
digestives de moules soumises a trois régimes tionmels pendant une expérience de
décontamination expérimentale « & terre » réatisées le cadre d’un projet Européen

! REPHY : Réseau de surveillance du Phytoplandtole® Phycotoxines, géré par IFREMER
% projet BIOTOX



Afin de tenter de modéliser la contamination desule® par les algues de la famille des
Dinophysis, des données provenant du réseau de surveillditisé en Norvége ont été considérées.
Ces données présentaient I'avantage de fourniuiwnreebdomadaire du niveau de contamination des
moules quantifié par analyse chimique, en distingles acyl-esters de I'AO libre avec en paralléle
un suivi des parametres environnementaux

Les réponses physiologiques d’huitres creuses érpasdes cultures toxiqueglgxandrium
minutum (PSP) ont été évaluées dans différents moduleériexgntaux variant en volume et en
modalités d’exposition. L'activité valvaire a étéivde lors d’expérimentations de nutrition avec des
algues toxiquesA minutum) et non toxiquesScostatum, Heterocapsa triquetra, 1sochrysis galbana)
par valvométrie en continu (Tran et al, 2010) Lrangens histologiques ont été complétés par des
analyses des parametres hémocytaires et de I'esipnede quelques genes impliqués dans le systéme
anti-oxydant. L'impact de I'exposition A. minutum a également été évalué au niveau des gametes
males produits par les huitres exposées a cette-aigue.

L'influence de la dynamique de contamination sudétoxication ultérieure a fait I'objet d’'une
étude expérimentale sur des huitres triploidesx@emcentrations cellulaires éaminutum, 200 et
1000 cellules mttont été utilisées pendant la phase d’accumulating |p détoxication a été réalisée
dans les deux cas avec une alimentation en conéivee la diatoméé&keletonema costatum a 2000
cellules mt* .

Afin d’estimer I'impact de la ploidie des huitras $es performances de bioaccumulation PSP,
six expériences de contamination expérimentaldmeides et de triploides ont été réalisées a Rtest
a Nantes (5 en période de reproduction et une posrsexuel). La ploidie des huitres a été
systématiqguement contrdlée par cytoméetrie de flux.

Enfin, en ce qui concerne le développement d’'udéteintégratif décrivant les cinétiques de
contamination PSP des huitres creuses, les domtiéisées sont issues de différentes expériences
réalisées dans ce projet ou dans des études pnfegd&uéguen et al, 2008 ; Lassus et al, 2004,
2005, 2007). Le modele s'appuie donc sur des dennéeltées en France, d0rassostrea gigas
contaminée 4 a 10 jours pAtexandrium minutum, puis décontaminée avec des algues fourrages de
type Skel etonema costatum, a 16°C.

Sur la base de ces résultats, il a été choisi detarir que les trois facteurs suivants :

- Le biovolume total (BVT) d'algues toxiques et d'aéts fourrages. Les biovolumes prennent en
compte a la fois le nombre et la taille des cellyggésentes dans le milieu.

- Le ratio ‘R’ entre biovolume d’algues toxiques d@bumlume microalgal total. Ce paramétre
permet de représenter I'influence de la dilutiomasique’.

- La quantité de toxines par unité de biovolume @),ng eq STX/ufd’algues toxiques, qui
prend en compte la toxicité de I'algue toxique nzguport a son volume.

Le résultat est exprimé en quantité de toxines tanglieu () et est obtenu par le produit des trois
facteurs précédents, en pg eq STX/ml.

RESULTATS

Le maximum de densité cellulaire demophysis, espéce phytoplanctonique productrice de
I'acide okadaique et de ses dérivés, en Baie @@n€iau cours du mois de juin 2007 ne coincide pas
avec la toxicité maximale enregistrée sur les n®o(fég. 1). En comparant les trois points, le dite
Kervoyal est apparu comme le site le plus contaram@O total. Le suivi réalisé montre qu’'a partir
de début juin, la présence d’AO dans les glandegstives s’accompagne de la formation
concomitante d’acyl-esters mais que I'évolutioncde esters ne montre pas un maximum suivi d’'une
diminution continue, comme c’est le cas pour I'Aibre’.

Du fait d’'une période de seconde maturation deslesoentrainant de fortes variations
individuelles pendant le suivi, aucune relatiorirela’a pu étre mise en évidence entre I'AO total (
ses deux formes) et les parametres hémocytaiegjtel production de granulocytes et de ROS. De
méme, les niveaux de lipides de réserves (trigigleg) et de lipides de structures (stérols) ne sarhb
pas affecter par la présence de 'AO dans les glddjestives des moules



Au cours de la décontamination expérimentale esgmee deS costatum, l'impact de la
nutrition ‘non toxique’ sur le niveau de réservigadiques (triglycérides) n’apparait qu'apres 16rp
d’expérimentation
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Figure 1. Evolutions comparées des concentrationac&le okadaique total et des concentrations de
Dinophysis en mai-juin 2007 sur la station de Kervoyal etlesrstations du Maresclé et des Granges

L'analyse des données de la surveillance des mauleplusieurs sites norvégiens ne permet
pas non plus de constater de corrélation diredte émconcentration totale en DSP dans le mollesqu
et la concentration pondérée en particules toxigD8% dans le milieu. Parmi les parametres
environnementaux mesureés, seules la températureadeet la chlorophylle a présente dans le milieu
semblent avoir une influence sur la concentratiobmophysis spp et sur la bio-accumulation des
toxines dans la moule.

Des modéles simples décrivant le taux de bioaccationl en fonction de la température, de
I'estimation de la quantité de toxines dans leemilet de la Chlorophylle, comme celui décrit par
I'équation (1) ont été ajustés mais fournissestrésultats trés mitigés.

dC _ O(T +X)Cyy _
dt  [Chloro] +¢ K(LralChlorel =ADE

(avecd, y, @, a, B, k des parameétres constants du modelie, concentration en toxines dans la moule,

T la températurejChloro] la concentration en Chlorophylle dans le miliCox I'estimation sans
dimension de la concentration en particules toxidaas le milieu par une somme pondéré de la
concentration des trois especedileophysis ).

En ce qui concerne les toxines PSP et leur impactes fonctions métaboliques et sur les
capacités de bioaccumulation des huitres creGsassostre gigas, I'approche a été exclusivement
expérimentale. On constate d'abord (Fig. 2) unteffie I'exposition aA. minutum sur I'activité
valvaire des huitres qui se traduit par une augatient de la fréquence des micro-fermetures. Une
corrélation positive entre 'accumulation des PSEPaenplitude d’ouverture des valves a également pu
étre démontrée. .

On observe aussi une augmentation de la produdgomucus par les branchies. Enfin, un
accroissement significatif du taux d’ARNm a été misévidence au niveau des génes codant pour les
enzymes du systéme antioxydant notamment la glatatbductase et la glutathion-S-transférase.

Des altérations des fibres musculaires telles mppaie, dégénérescence en forme de vagues, et
dégénérescence hyaline ont également été obseavéesveau du muscle adducteur des huitres
exposées A. minutum.

Les cellules dA. minutum ingérées pa€. gigas provoquent une forte réaction inflammatoire dans |
glande digestive (Fig. 3). Cette réaction se céree par une agglutination massive d’hémocytes
autour de différents organes et tissus de la gldigistive : 'estomac, I'intestin ainsi que lendaits

et tubules digestifs. Des hémocytes en diapédeséraau des épithéliums de ces mémes organes ont
également été observés.
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Figure 2. Nombre de micro fermetures valvaires {par) d’huitres exposées & 10 mL.fhid'une suspension d’
A. minutum et d’ H. triquetra (contréle) & 5000 cellules.rilL Pendant la période d’acclimatation (référence) le
deux groupes d’huitres étaient nourris avdsal -

La concentration totale en hémocytes, I'activité ldgphénoloxydase des hémocytes et la
production d’espéces réactives de I'oxygéne pagtasulocytes et les hyalinocytes augmentent de
fagon parallele aux quantités de PSP accumulées. pigas.

Au-dela de la réaction inflammatoire, les lipidéucturaux et les lipides de réserves de la
glande digestive sont aussi modifiés. La variakéoplus importante est la diminution de la quardié
lipides structuraux (phospholipides), essentielil@méée a la diminution de la quantité de
phosphatidylcholine (Fig. 4).

Figure 3 — Réponse inflammatoire dans I'intestiond’ huitre exposéefa minutum, avec agglutination massive
des hémocytes dans les tissues conjonctifs entoliratestin et avec des hémocytes en diapédesaviers
I'épithélium intestinal. Intestin (In), gonade (Ge) tubules digestifs (Dt) des huitres. CelluleA. dhinutum
(Am), hémocytes agglutinés (He-s) et hémocytesiapédiése (He-d).

5 3

L’exposition des géniteurs males @e gigas a A. minutum entraine une diminution de la
mobilité des spermatozoides et de leur contenuTén gar rapport a des géniteurs nourris avésoT
Les résultats obtenus indiquent également uneatiliér de la structure du noyau ainsi qu’une
modification de I'activité mitochondriale

En se positionnant en dessous des concentratiahgsamnt un début d’inhibition de la
consommation (5000 cellules Tlon n’observe par ailleurs aucun effet d’un régtmeéque constitué



d’A.minutum sur la pente des courbes de contamination, queitcpair 200 ou pour 1000 cellules/ml
injectées dans le circuit expérimental. De la mégen, on n'observe pas de différence significative
entre les vitesses de détoxification, quelle qui Isotoxicité initiale. Enfin, on n’observe pas
d’inhibition de l'activité valvaire ni de la prodtion de biodépdts des huitres triploides utilisées
pendant la contamination, que ce soit pour 200080 tellules mL-1 dd.minutum
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Figure 4 — Impact de I'exposition/A& minutum sur les contenus en phospholipides de la glamgisstilie des huitres.
Lysophosphatidylcholine (LPC), Phosphatidylcholi(feC), Phosphatidylethanolamine (PE),Phosphatidsitivlo +
ceramide aminoethylphosphonate (PI+CAEP),Phosptesithe (PS) Cardiolipin (CL).

Lorsqu’elles sont exposéesA minutum pendant la période de reproduction, les huitres
triploides accumulent deux a trois fois plus de B&®s leur glande digestive que les huitres dipkoid
Par contre, aucune différence dans le contenu itpiéndes huitres diploides et triploides n'a été
observée pendant I'hiver, en dehors de la péricleegroduction. La différence observée sur le
contenu toxinique se retrouve dans tous les tiddexception du manteau (Fig. 5).

En ce qui concerne le développement d’un modélegiatif de la contamination PSP des
huitres, le choix a été fait de travailler sur anxt de bioaccumulation de toxines paralysamgs
constant pour chacune de nos expérimentations wcoéfoent a un modéle tel que:

_ T
R arctank,(k, —QT))+ > Vi S

Tiox=
t (IBKS+B\/-|— arCtanKOkl)-i-LzT v+0+ky

Le premier terme du modele permet d’exprimer lextae nourriture (en biovolume)
consommée et assimilée. Le produit du second tefmeation R du biovolume toxique sur le
biovolume total par la quantité de Toxine par umi& biovolume Q permet de tenir compte de la
dilution de la toxine au sein de la nourriture @mmée et assimilée.

Le terme suivant permet de prendre en compte tegta I'huitre est inhibé dans son taux
d’accumulation des toxines a partir d'une certainacentration en toxines dans le milieu QT. Le
dernier terme permet de prendre en compte la eitedg circulation de la colonne d’eau autour des
huitres. Les coefficients obtenus & partir des desrlisponibles sont les suivan8= 371,4060.10
g /100g de chair/jouks = 0,5740.10un? 'k, = 6,9383 ml/ug equ STX; = 5,2298 pg equ STX/ml,
0=0,34 cm/s €k, = 0,12 cm/s avec un R2=0,8.

Les jeux de données disponibles ne permettentgoaisellement, d’aller plus loin en terme
d’ajustement. De plus, du fait de cinétiques inclatgs et du caractére réversible de certaines
réponses physiologiques, le modele proposé n’iatélpnc pas - dans I'état actuel de I'étude -
limpact de la maturation (différence entre dipksdet triploides) ni la réponse immunitaire ou la
modification du ratio entre lipides de réservaptes de structure.



DISCUSSION

En ce qui concerne la problématique de la containm@®SP des moules I'épisode de toxicité
de Juin 2007 en Baie de Vilaine (Bretagne Sud) atrdaque le maximum de densité cellulaire des
Dinophysis ne coincidait pas avec la toxicité maximale erste@e chez les bivalves, ce qui avait déja
été montré par différents auteurs (Dahl et al, 20@@rcaillou et al, 2000). Des données étrangeres
(Norvege), sur des échelles de temps plus longnestrent le méme type de résultat. Il y a bien eu
métabolisation de I'AO dans les moules sud-bretenne’est a dire formation d’'acyl-esters - mais
avec des évolutions différentes selon les sitepe@@ant, les donnéés situ comme les données
expérimentales ne suggeérent pas de relation eatmmihation de 'AO et de ses esters et le profil
lipidique ni d'effet de ces toxines sur les paraeghémocytaires. Par ailleurs, I'analyse des desiné
norvégiennes montre que parmi les paramétres emdroentaux étudiés, seules la température et la
concentration en chlorophylle a paraissent avoiretfet sur les variations de contenu toxinique.
Malheureusement les jeux de données disponiblgsenaettent pas de quantifier ces relations de
facon suffisante pour construire un modele de cointation.

L'exposition expérimentale dé. gigas a A. minutum provoque aussi bien des réponses externes
(comportement) que des réponses internes (tisssjaiellulaires ou métaboliques). Ainsi I'activité
valvaire d’huitres exposées @lexandrium montre une augmentation significative des micro-
fermetures de facon dépendante de la proportién minutum dans un régime alimentaire mixte.
Cette réaction favoriserait I'expulsion des cebutexiques hors de la cavité palléale. Les ali@nati
des fibres musculaires observées au niveau du enasidlucteur des huitres exposées ainutum
pourraient aussi expliquer la modification de Ieité valvaire des huitres mais cela reste a éatabli
Les cellules dA. minutum ingérées pacC. gigas provoqguent, au niveau de la glande digestive de
certains individus, une forte réaction inflammatoicaractérisée par une agglutination massive
d’hémocytes autour de I'estomac, de l'intestin iadue des conduits et tubules digestifs.

Des hémocytes en diapédese au niveau des épitisélie ces mémes organes ont
eégalement été observés. La présence de débridaceltuet de kystes temporairesAd’
minutum dans la glande digestive peut en partie expliqgaette aéaction inflammatoire qui
irait plutdét dans le sens d’'une activation du sysémmunitaire des huitres creuses lorsque
celles-ci sont exposées A minutum. Le fait que la concentration totale en hémocytes,
l'activité de la phénoloxydase de ces hémocytefa ghroduction d’espéces réactives de
'oxygene par les granulocytes et les hyalinocydegimentent avec la quantité de PSP
accumulé va dans le sens de lI'existence d’'un stirgdatif consécutif a I'exposition A.
minutum. Les lipides structuraux et les lipides de résesm¥ également modifiés dans les
glandes digestives des huitres contaminées.

La variation la plus importante est la diminutiom ld quantité de phospholipides, en
particulier la phosphatidylcholine. L'impact descna-algues toxiques sur le métabolisme
et/ou la composition lipidique des huitres mérited&tre confirmé et approfondi, du fait de
leur rble clef dans le développement et la reprodacdes bivalves. Enfin, l'activité
spécifiqgue de 'amylase dans la glande digestiveégalement augmentée apres exposition a
A . minutum mais I'amplitude de la réponse est modulée ppldilie et I'état de maturité des
huitres.

La concentration en toxine lors de I'exposition aalgues toxiqgues ne modifie pas
significativement les cinétiqgues de contaminatipdeedécontamination.
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Figure 5 — Contenus en PSP (exprimé en ug STX @@.g11 de tissus en poids frais, £ Cl) dans leadga
digestives d’huitres diploides et triploides exgssa@A. minutum lors des expérimentations d’avril (A) et mai

(B) 2007 et de mai (C) et juin (D) 2008 et dans dérents organes (E) d’huitres diploides etldiiges
exposées A. minutum lors d’'une expérience en juin 2008.

Malgré le petit nombre de parametres intégrables dae cinétique de contamination, un modéle
a été élaboré pour les toxines PSP pouvant étteradées dans les huitres. Il s’appuie principaldmen
sur les biovolumes totaux d’'algues toxiques et togigues ainsi que sur les quantités de toxines dan
les algues et dans le milieu. La meilleure simatathbtenue sur la base de ces facteurs correspond a
un modéle avec effet multiplicatif pour décrire ie®ractions entre variables.

Concernant la question particuliére de la bioacdatimn de phycotoxines du type

PSP chez les triploides et chez les diploides, rmué@iude comparative n'avait été tentée
jusqu’ici. La présente étude a révélé que les démiittiploides en période de reproduction
accumulent deux a trois fois moins de PSP danglande digestive que les huitres triploides
lorsqu’elles sont exposées Aexandrium minutum dans des conditions identiques. Deux
hypothéses non exclusives ont été proposées :si)hldtres triploides seraient moins



« incommodées » par la présencA. ahinutum, ingéreraient plus de cellules toxiques et donc
accumuleraient plus de toxines ou bien ii) desédiiices d’activités physiologiques
(alimentation, métabolisme) entre triploides etlaigees en période de reproduction active
expliqueraient un rendement d’accumulation plusléachez les diploides.
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