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Avant-propos

Ce travail de recherche a été réalisé au sein de I'Ecole Doctorale Normandie de Biologie
Intégrative, Santé et Environnement (EDNBISE 497), dans le laboratoire de Biologie des

Organismes et Ecosystémes Aquatiques (UMR BOREA, MNHN, UPMC, UCBN, CNRS-
7208, IRD-207, IBFA) de I'Université de Caen Basse-Normandie.
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protection et de Sureté Nucléaire (IRSN) et a regroupé cinq partenaires anglais et francais :
I’Université de Plymouth, 'université de Portsmouth, le Centre des Sciences de I’Environ-

nement, de la Péche et de I’Aquaculture (Cefas) de Weymouth, 'TRSN de Cherbourg, et
I’Université de Caen.
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Communications Scientifiques

Les résultats de ces travaux de doctorat ont fait l'objet d’articles scientifiques et de
communications scientifiques dans le cadre de congrés nationaux et internationaux sous forme

de présentations orales et affichées :

Articles scientifiques présentés dans cet ouvrage

— Prophenoloxidase system, lysozyme and protease inhibitor distribution in the common
cuttlefish Sepia officinalis. Le Pabic, C.*, Safi, G.*, Serpentini, A., Lebel, J.-M., Ro-
bin J.-P., Koueta, N. (2014) Comparative Physiology € Biochemistry, Part B 172-173,
96-104.

— Hemocyte morphology and phagocytic activity in the common cuttlefish (Sepia offi-
cinalis). Le Pabic, C., Goux, D., Guillamin, M., Safi, G., Lebel, J.-M., Koueta, N.,
Serpentini, A. accepté dans Fish € Shellfish Immunology.

— Physiological perturbations in juvenile cuttlefish Sepia officinalis induced by subchro-
nic exposure to dissolved zinc. Le Pabic, C., Caplat, C., Lehodey, J.-P., Dallas, L.,

Koueta, N. soumis dans Marine Pollution Bulletin.

— First description of metal homeostasis in the juvenile cuttlefish Sepia officinalis and
consequences of dissolved zinc exposure. Le Pabic, C., Caplat, C., Lehodey, J.-P.,
Milinkovitch, T., Cosson, R. P., Koueta, N. en préparation.

Autres articles scientifiques

— Responses of primary cultured haemocytes from the marine gastropod Haliotis tuber-
culata under 10-day exposure to cadmium chloride. Latire, T., Le Pabic, C., Mottin,
E., Mottier, A., Costil, K, Koueta, N., Lebel, J.-M., Serpentini, A. (2012) Aquatic Tozi-
cology 109, 213-221.

— Cephalopod culture : Current status of main biological models, and research priorities.
Vidal, EAG., Villanueva, R., Andrade, JP., Gleadall, IG., Iglesias, J., Koueta, N., Rosas,
C., Segawa, S., Grasse, B., Franco-Santos, RM., Albertin, BC., Caamal-Monsreal, C.,
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Chimal, ME., Edsinger-Gonzales, E., Gallardo, P., Le Pabic, C., Pascual, C., Roum-
bedakis, K., Wood, J. In : Vidal, EAG., editor : Advances in Marine Biology Vol. 67,
Oxford : United Kingdom (2014) pp. 1-98.

— Effects of subchronic exposure to glyphosate in juvenile oysters (Crassostrea gigas) :
from molecular to individual levels. Mottier, A.*, Seguin, A.*, Devos, A., Voiseux, C.,
Le Pabic, C., Lebel, J.-M., Serpentini, A., Fiévet, B., Costil, K. soumis dans Marine
Pollution Bulletin.

Participations a des congrés internationaux
— Communications orales
— Effects of chronic exposure to dissolved zinc on juvenile cuttlefish Sepia officinalis
L. : development of appropriate biomarkers. Le Pabic, C., Safi, G., Serpentini, A.,
Lebel, J.-M., Koueta, N. (2012) Cephalopod International Advisory Council (CIAC),

27 oct.-2 nov., Florianopolis (Brésil)

— Lysozyme, antiprotease and phenoloxidase activities in cuttlefish Sepia officinalis
L. Koueta, N., Safi, G., Le Pabic, C., Serpentini, A., Lebel, J.-M., Robin, J.-P.
(2012) Cephalopod International Advisory Council (CIAC), 27 oct.-2 nov., Floriano-

polis (Brésil)

— Communications affichées
— Characterization of Sepia officinalis haemocytes, primary-culture development and
enzymatic assays on serum and haemocytes fractions. Le Pabic, C., Goux, D.,
Serpentini, A., Lebel, J.-M., Koueta, N. (2012) Cephalopod International Advisory
Council (CIAC), 27 oct.-2 nov., Florianépolis (Brésil)

— Effects of waterbrone fluoxetine on survival behaviors and physiological functions in
young cuttlefish. Di Poi, C., Le Pabic, C., Darmaillacq, A.-S., Koueta, N., Bel-
langer C. (2012) Cephalopod International Advisory Council (CIAC), 27 oct.-2 nov.,

Florianopolis (Breésil)
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— Histological and biochemical tools used to characterize the digestive gland matura-
tion in cuttlefish Sepia officinalis L. early life history. Safi, G., Le Pabic, C., Robin
J.-P., Koueta N. (2012) Cephalopod International Advisory Council (CIAC), 27 oct.-2

nov., Florianopolis (Brésil)

— Pre-recruits immune system evolution of cuttlefish Sepia officinalis L. from different
spawning sites of the English Channel. Safi, G., Le Pabic, C., Robin, J.-P., Koueta,
N. (2011) International Council for the Exploration of the Sea (ICES), 19-23 sept.,
Gdansk (Pologne)

— Haemocyte characterization in Sepia officinalis (Mollusca cephalopoda). Le Pabic,
C., Goux, D., Safi, G., Sepentini, A., Lebel J.-M., Koueta, N. (2011) Cephalopod
Biology Research in the 21st Century — A European Perspective (EUROCEPH), 7-10
avril, Naples (Italie)

Participations & des congrés nationaux
— Communications affichées
— Hemocyte primary-culture from three Mollusc species and its application in ecotoxi-
cology. Le Pabic, C., Mottier, A., Costil, K., Koueta, N., Lebel, J.-M., Serpen-
tini, A. (2012) Marine Invertebrate Cell Culture Symposium, 30-31 aott, Concarneau

(France)
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Chapitre 1

Introduction

1.1 Contexte et présentation du projet CHRONEXPO

1.1.1 Contexte scientifique

Les céphalopodes font 'objet d’une activité de péche depuis I’Antiquité. Cependant, le
développement d’une péche ciblée a été seulement initiée au Japon dans les années 1960 et
s’est rapidement étendue a ’ensemble du globe. La stagnation des débarquements de pois-
sons depuis le début des années 1990 a également incité les pécheurs a se tourner vers cette
ressource de second plan qui est passée de 0,5 million de tonnes débarquées en 1958 a plus
de 4 millions en 2008, et représente a présent prés de 4 % des débarquements mondiaux pour
une valeur d’environ 5 milliards de dollars chaque année (Jereb et al., 2005). Dans les eaux
européennes, les débarquements de céphalopodes dépassent réguliéerement les 100 000 tonnes
annuelles (statistiques FAO) avec comme principaux consommateurs les pays méditerranéens
(Espagne, Italie, Gréce, Portugal), et la France. Afin de mettre en place une gestion ration-
nelle de cette ressource et en raison de traits d’histoire de vie sensiblement différents des
poissons, un certain nombre de travaux ont été menés dans le but d’améliorer les connais-
sances relatives aux populations de céphalopodes (Pierce et Guerra, 1994; Royer, 2002; Royer
et al., 2006; Gras, 2013). Ces études ont cherché a décrire des paramétres fondamentaux de
dynamique de populations tels que les habitats nécessaires a la reproduction, la contribution
de différentes aires de ponte au recrutement du stock exploité, et les effets de facteurs bio-

tiques et abiotiques sur la croissance et la survie des juvéniles (Challier, 2005; Gras, 2013;
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Bloor et al., 2013).

En Europe, la seiche commune Sepia officinalis est 'une des premiéres ressources de
céphalopodes en termes d’exploitation et d’importance économique (Denis et Robin, 2001;
Pierce et al., 2010). La Manche est la principale zone de péche de cette espéce et la France
le pays exploitant majoritairement ce stock avec environ 10 000 tonnes débarquées chaque
année (Dunn, 1999; Royer et al., 2006; Bloor et al., 2013). En raison d’un cycle de vie court
et d’un taux de croissance fortement lié & la température du milieu ainsi qu’a la disponi-
bilité en nourriture, la seiche commune (comme la plupart des céphalopodes) présente une
variabilité inter-annuelle d’abondance importante (Pierce et al., 2008; Rocha et Guerra, 1999;
Jackson et Moltschaniwskyj, 2002; Royer et al., 2006). Ce cycle de vie, d'une durée de 2 ans
en Manche (Boucaud-Camou et Boismery, 1991), est caractérisé par des migrations printa-
niéres liées a la reproduction, du large vers la cote, soit d’'un point de vue écotoxicologique,
entre un milieu présumé peu contaminé et une zone plus fortement soumise aux activités
anthropiques (Lacoue-Labarthe, 2007). Ainsi, la ponte, I'intégralité du développement em-
bryonnaire et les premiéres étapes du développement des juvéniles ayant lieu prés des cotes,
la question de l'influence des contaminants sur ces étapes/stades de vie s’est posée (Bloor
et al., 2013; Boucaud-Camou et Boismery, 1991). La cinétique d’accumulation et I'influence
des métaux sur le développement embryonnaire de la seiche ayant été précédemment étudiées
(Lacoue-Labarthe, 2007), la sensibilité du stade juvénile vis-a-vis de la pollution ainsi que les
modifications physiologiques potentiellement induites restaient & explorer. Cette étape par-
ticuliérement importante dans la vie de 'animal, d’une durée de 1 & 2 mois, conditionne sa
taille et son état physiologique avant une migration automnale au large. Ce travail de thése

s’est inscrit dans le cadre du programme européen CHRONEXPO.

1.1.2 Présentation du projet CHRONEXPO

Dans un contexte européen d’échange de compétences et de connaissances scientifiques
entre la France et le Royaume-Uni, le projet CHRONEXPO INTERREG IV-A a été mis en
place afin d’étudier I'impact de divers polluants d’origine anthropique retrouvés en Manche
sur les stades juvéniles de divers organismes marins d’intérét. L'un des principaux objectifs

de ce projet était de réaliser des expositions aux contaminants dans des conditions réalistes,
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c’est-a-~dire a des concentrations proches de celles retrouvées dans le milieu naturel et sur une
durée cohérente avec les temps pendant lesquels les organismes sont exposés dans la nature.
Ce projet regroupait cinq partenaires en France et au Royaume-Uni : I'université de Caen,
I'Institut de Radioprotection et de Streté Nucléaire (IRSN) de Cherbourg, les universités
de Plymouth et Portsmouth, et le Centre des Sciences de I’Environnement, de la Péche et
de I’Aquaculture (Cefas) de Weymouth. Au sein de ces structures, I'impact de contaminants
de natures diverses (métaux, radionucléides, pesticides) sur différentes espéces d’invertébrés

marins d’intérét économique et/ou écologique a été étudié (Fig. 1.1).

Zn, Ni : .
radionucléides coeer
Nereis virens
Mytilus edulis m

Zn}
radionucléides | [f v A=
. \é\_ N

. I ité de C
Crassostrea gigas VRIS de o

il pesticides A""

Crassostrea gigas Sepia officinalis

FIGURE 1.1 — Les différents partenaires du programme CHRONEXPO, leurs modéles, et les
contaminants étudiés.

Le zinc (Zn) a été désigné en début de programme comme contaminant a étudier par
chacun des acteurs. Ainsi, nous avons choisi d’analyser uniquement 'effet de cet élément sur

les juvéniles de seiche, mais de travailler sur un grand nombre de biomarqueurs potentiels.
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1.2 Le zinc

1.2.1 Généralités

Le Zn est un élément trace métallique de numéro atomique 30 et de masse molaire 65,38
g mol!. Comme tout élément trace métallique, c’est un bon conducteur de chaleur et d’élec-
tricité qui présente sous forme solide une malléabilité utilisée depuis I’Antiquité pour la réa-
lisation d’alliages (e.g. laiton, bronze). C’est le 27°™¢ ¢lément le plus abondant de la crofite
terrestre ou il est principalement trouvé sous forme de sphalérite (ZnS, ou blende). Il est par
conséquent naturellement présent dans le sol, I’air et ’eau de notre planéte.

Dans ’eau de mer, les ions dissous des éléments traces sont répartis entre les ions libres et
ceux formant des complexes avec différents ligands, organiques ou inorganiques. Les ions libres
(i.e. hydratés) sont couramment considérés comme étant la forme dissoute disponible pour
étre accumulée, autrement appelée la fraction biodisponible (Rainbow, 1995; Rainbow et al.,
1993). Cette biodisponibilité varie en fonction de 'élément étudié, mais aussi en fonction
de paramétres tels que le pH, la salinité et la concentration en matiére organique dissoute
(MOD) (Rainbow, 1995; Hogstrand, 2012). En absence de cette derniére (i.e. MOD), le Zn
sous sa forme hydratée (i.e. Zn(OH),) est la forme de Zn dissous majoritairement présente
en eau de mer (i.e. a une salinité > 30 psu et un pH > 8), ce qui le rend particuliérement

biodisponible pour les organismes marins (Hogstrand, 2012; Rainbow, 1995).

1.2.2 Principales fonctions

Le Zn est essentiel pour la croissance, le développement et la différenciation des micro-
organismes, des plantes et des animaux (Vallee, 1986). Cet élément, impliqué donc dans de
nombreuses fonctions biologiques, est la plupart du temps associé a des protéines. A ce jour,
plus de 300 métalloenzymes & Zn ont été décrites, appartenant aux six classes d’enzymes :
oxydo-réductases, transférases, hydrolases, lyases, isomérases et ligases. Dans la majorité des
cas, 'ion Zn?" est un cofacteur indispensable au bon fonctionnement de ces métalloenzymes.
Il peut jouer un role catalytique (e.g. anhydrases carboniques, carboxypeptidases, phospha-
tases alcalines), co-catalytique (e.g. phospholipase C, nucléase P1, leucyl-aminopeptidase) ou
structurel (e.g. aspartate carbamoyltransferase, doigts de zinc).

Les éléments traces peuvent étre classés en fonction de leur affinité de liaison & certains
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ions/ligands pour former un complexe. Ainsi, les éléments traces de classe A (e.g. Ca?T,
Mg? ") vont préférentiellement se lier a Patome d’oxygene, puis a 'azote, et présenteront une
affinité moins importante pour le soufre. Les éléments traces de classe B (e.g. Ag™, Hg?") ont
une affinité inverse pour ces trois éléments (i.e. S > N > O), tandis que les éléments traces
de transition (e.g. Cd*", Cu®", Mn?", Zn?") sont ambivalents et se lient indifferemment a
I'un ou l'autre de ces atomes (Niebcer et Richardson, 1980). Ces propriétés chimiques des
éléments traces jouent un role fondamental dans leur répartition a l'intérieur de I'organisme
et permettent de mieux appréhender les processus de détoxication mis en place pour les
réguler. En tant qu’élément trace de transition, les sites de liaison coordonnant le Zn au sein
des protéines peuvent étre I’azote de 'histidine, I'oxygéne de 'aspartate ou du glutamate, et
le soufre de la cystéine (la liaison & I’histidine étant la plus couramment observée, suivie de
la liaison & la cystéine ; McCall et al., 2000).

Contrairement aux autres éléments traces de transition de la premiére ligne du tableau
périodique (i.e. Cr?*, Mn 2%, Fe?", Co?", Ni*", Cu?"), I'ion Zn?" a son orbitale d pleine (d'?).
C’est par conséquent un ion stable, qui fonctionne comme un acide de Lewis acceptant les
électrons par paire, ce qui en fait un cofacteur idéal des réactions qui demandent un ion stable
en tant que catalyseur. Il a été montré que cette propriété de liaison rend le Zn nécessaire a
la réalisation de processus fondamentaux tels que la synthése d’ADN et d’ARN, la division
cellulaire et le bon fonctionnement du systéme immunitaire. Il intervient également dans la
structure et le fonctionnement des membranes (Ploysangam et al., 1997; Shankar et Prasad,
1998; Dempsey, 2013; Bettger et O'Dell, 1981). Par ailleurs, le Zn exerce de fagon indirecte une
protection antioxydante, d’une part en induisant la synthése de composés réducteurs comme
les métallothionéines (MTs), d’autre part en tant que composant d’enzymes de régulation
du stress oxydatif comme la superoxyde dismutase (SOD), et enfin en inhibant ou limitant
lactivité de producteurs d’espéces réactives de 'oxygéne (ROS) comme la NADPH oxydase
et certains ions métalliques (i.e. Fe*", Cu®") (O’Dell, 2000; Bray et Bettger, 1990; Cai et al.,
1999).

1.2.3 Toxicité et réglementation en milieu aquatique

Les activités anthropiques contribuent a enrichir le milieu naturel en Zn. En France, mal-

gré la fermeture des derniéres mines d’extraction au début des années 1990, de nombreuses
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sources de rejet de cet élément persistent. En 2010, les secteurs industriels principalement
concernés étaient la sidérurgie, la métallurgie et le coke (variété de charbon) qui émettent
un peu plus de 700 tonnes de Zn (et ses composés) par an, dont environ 50 % dans les sols,
30 % dans les eaux et 20 % dans l’atmospheére. Bien que moins importants, les rejets d’ori-
gines urbaines (e.g. trafic routier, incinération d’ordures) et agricoles (alimentation porcine,
engrais) restent significatifs (IREP, 2010). Des analyses en milieu aquatique montrent que le
Zn fait partie des composés toujours détectés et présents a des concentrations supérieures a
10 pg Lt en entrée et en sortie de stations d’épuration (INERIS, 2010). Mis a part ces rejets,
le Zn est introduit directement en milieu marin par la dissolution d’anodes sacrificielles et
par certaines peintures antisalissures, qui visent a prévenir la corrosion (Alzieu et al., 1999;
Mottin et al., 2012). Cet élément trace est mesuré a des concentrations importantes dans
le milieu marin, pouvant dépasser le milligramme dans certains cas extrémes (Amado Filho
et al., 1997; Liu et Wang, 2013; Srinivasa Reddy et al., 2005). En Manche, il est souvent
retrouvé sous forme dissoute a des concentrations proches de la dizaine de microgrammes, ce
qui en fait 'un des éléments dissous les plus concentrés de cette masse d’eau (Lachambre et

Fisson, 2007c; Sheahan et al., 2007).

Comme tous les éléments traces essentiels, le Zn présent en trop grande quantité induit
des effets délétéres a des seuils différents en fonction des organismes. En milieu aquatique,
la plupart des études décrivant les mécanismes de toxicité induits par le Zn ont été réalisées
sur des poissons d’eau douce. Elles ont mis en évidence que la cause premiére d’intoxication
associée a cet élément était liée & une perturbation de ’homéostasie du calcium. En effet, les
ions Zn?" sont capables d’imiter les ions Ca?" et d’entrer dans I’organisme en empruntant les
canaux calciques des cellules branchiales, ce qui entraine une hypocalcémie (par inhibition
compétitive). En conditions aiglies, ce phénomeéne se traduit au niveau des branchies, qui sont
donc les premiers organes affectés, par des dégradations fonctionnelles et structurelles impor-
tantes (e.g. hypersécrétion, hypertrophie, hyperplasie) conduisant a I’asphyxie (Hogstrand,
2012; Hughes et Barritt, 1989; Ballatori, 2002).

En milieu marin, la majorité des LCss (i.e. concentrations induisant 50 % de mortalité)
issues d’études sur des poissons et bivalves marins adultes, exposés 96 h & du Zn, est comprise
entre 1 et 10 mg Zn L (e.g. Ciji et Bijoy Nandan, 2014; Malik et al., 1998; Spear, 1981;
Amiard-Triquet et al., 1986; Chan, 1988; Franco et al., 2006). Bien que plusieurs études en



CHAPITRE 1. INTRODUCTION

milieu marin aient mis en évidence des modifications de la vitesse de croissance, du taux
de reproduction et du développement larvaire de nombreux invertébrés a des concentrations
oscillant entre 50 et 500 pg L' (King et al., 2006; Hook et Fisher, 2002; Sarabia et al.,
2008; Brereton et al., 1973; Martin et al., 1981; Fathallah et al., 2010; Nadella et al., 2013;
Tellis et al., 2014; Watling, 1982; Calabrese et al., 1973; Calabrese et Nelson, 1974; Jorge et
Moreira, 2005), peu d’entre elles ont décrit I'origine des perturbations observées (Hogstrand,
2012; Tellis et al., 2014). Alors que le Zn ne semble pas affecter différemment les stades
de développement des téléostéens, les seuils de toxicité du Zn mesurés chez des invertébrés
sont plus élevés pour les stades adultes que pour les stades larvaires (e.g. Tellis et al., 2014;

Hogstrand, 2012; Fathallah et al., 2010).

TABLE 1.1 — Résumé des seuils d’expositions chroniques au Zn tolérés en eau de mer de
différents pays.

Pays Concentration en Zn (ug L) Référence
USA 85,61 USEPA (1987)2
Australie /Nouvelle-Zélande 15 ANZECC (1992)3
Chine 100 NEPA (1989)*
UE <88 UE (2010)°

En raison des usages importants et variés du Zn par ’homme, la concentration en Zn
dissous des zones cotiéres est régulierement supérieure au bruit de fond (< 1 ug L), Une
NOEC (i.e. concentration sans effet observé sur I'environnement) < 8.8 ug L' pour le domaine
maritime de I’Union Européenne a été publiée en 2010. Cependant, & cause de l'insuffisance
de données concernant la toxicité de cet élément sur les organismes marins, cette valeur
correspond aux études menées en milieu dulgaquicole ot le zinc dissous est majoritairement lié
a la MOD (European Commission Joint Research Centre Institute for Health and Consumer
Protection, 2010). En France, depuis 2007 et la mise en ceuvre de la Directive Cadre sur
I'Eau (DCE), la surveillance des concentrations en Zn dans les eaux cotiéres n’est pas rendue
publique (Ifremer, 2011). A travers le monde, peu de pays ont mis en place un critére de

qualité de I'eau de mer concernant cet élément, et ils varient beaucoup d’un pays a l'autre

concentration tenant compte de ’exposition par la voie trophique

US Environmental Protection Agency (1987)

Australia and New Zealand Environment & Conservation Council (1992)

National Environmental Protection Agency (1989)

European Commission Joint Research Centre Institute for Health and Consumer Protection (2010)

O W=
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(Tableau 1.1).

Les teneurs en Zn mesurées dans les tissus de moules le long des cotes francaises, dans
le cadre du réseau de surveillance ROCCH entre 2003 et 2007, mettent en évidence des
concentrations deux fois supérieures a la médiane nationale (107 ug g™ poids sec) sur les cotes
nord et sud de la Bretagne, ainsi que plus localement dans le sud de la France sur les sites de
Capbreton, Port Grimaud et Ajaccio (Ifremer, 2007). Suite au rapport de I'Union Européenne,
des valeurs de CL/CEso de 60 et 190 pg Zn L' ont été proposées pour les invertébrés et les
poissons, respectivement, ainsi qu'une concentration sans effet sur les invertébrés et les algues

de 10 pug L.
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1.3 Le modéle biologique : la seiche commune

Sepia officinalis

1.3.1 Généralités
1.3.1.1 Classification

La seiche commune Sepia officinalis est un organisme métazoaire appartenant a 1’em-
branchement des mollusques, qui sont caractérisés par un tégument spécialisé, le manteau;
une structure buccale chitineuse, dure et dentée, la radula; et par la forme de peigne de leurs
branchies, appelées également cténidies. Cet embranchement, défini par une organisation du
corps en trois parties plus ou moins distinctes : le pied, le manteau et la masse viscérale, est

constitué de huit classes, dont les céphalopodes (Lecointre et Le Guyader, 2001 ; Fig. 1.2).
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FIGURE 1.2 — Classification des mollusques, d’aprés Lecointre et Le Guyader (2001).

Cette classe, possédant une téte distincte du corps (caractére commun aux gastéropodes;

Viscéroconques) et trés développée, regroupe des organismes exclusivement marins dont la

11
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partie antérieure du pied est modifiée en de multiples tentacules, tandis que la partie pos-
térieure forme un siphon, entonnoir musculeux assurant l’expulsion de I'eau de la cavité
palléale. Mis a part cette organisation anatomique particuliére, les céphalopodes présentent
également de nombreux caractéres dérivés, parmi lesquels : un systéme circulatoire clos, un
systéme nerveux extrémement centralisé et deux piéces squelettiques mandibulaires en forme

de « bec-de-perroquet ». Au sein des céphalopodes, on distingue deux sous-classes :

1. les Nautiloides, regroupant cing espéces principalement caractérisées par une coquille

externe;

2. les Coleoides, incluant toutes les autres espéces de céphalopodes (environ 700) et ayant
pour traits communs une coquille interne (réduite ou perdue pour certains groupes), une
paire de branchies, trois coeurs, huit bras ou plus pourvus de ventouses et /ou de crochets,
des yeux a lentilles et des cellules de peau pourvues de pigments (les chromatophores)
leur permettant de changer de couleur ou de faire apparaitre des motifs divers sur leur

corps.

Parmi les Coléoides, le super-ordre regroupant toutes les espéces de seiches et de calmars
est celui des décapodiformes caractérisé par la présence de dix tentacules : huit bras formant
la couronne, et une paire de tentacules plus longs, spécialisée dans la capture de proies rapides
et distantes. Les seiches appartiennent & ’ordre des Sepiida et a la famille des Sepiidae. Cette
derniére regroupe des animaux possédant une coquille interne de nature calcaire connue sous

le nom d’« os de seiche » ou « sépion ».

Position systématique de la seiche commune, Sepia

officinalis :

Embranchement : Mollusca

Classe : Cephalopoda Cuvier, 1797
Sous-Classe : Coleoidea Bather, 1888
Ordre : Sepiida Zittel, 1895

Famille : Sepiidae Leach, 1817
Genre : Sepia Linnaeus, 1758

Espeéce : officinalis Linnaeus, 1758

12
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1.3.1.2 Aire de répartition et habitat de la seiche commune

L’aire de répartition de Sepia officinalis s’étend, sur la facade Atlantique nord-est, du
nord de I’Europe (des iles Shetland au sud de la Norvége) aux cotes de 1’ Afrique du nord-
ouest (approximativement & la frontiére mauritano-sénégalaise). Elle est également présente
sur tout le pourtour Méditerranéen (Reid et al., 2005) (Fig. 1.3). Il a récemment été mis en
évidence que tous les individus de la facade Atlantique appartiennent a une seule population
génétique (Pérez-Losada et al., 2007), distincte de la population représentée par les individus

de Méditerranée (Pérez-Losada et al., 2002).

X

~45°N

~20°N

FIGURE 1.3 — Aire de distribution de Sepia officinalis. Les fortes abondances sont représentées
en gris et les faibles abondances sont représentées en pointillés, d’aprés Gras (2013).

La seiche commune est une espéce démersale (ou necto-benthique) inféodée au domaine
néritique, qui s’étend de la zone de balancement des marées a la limite du plateau continental
a environ 200 m de profondeur. Elle occupe généralement des fonds meubles sablo-vaseux dans
lesquels elle peut s’enfouir a des fins cryptiques (Mather, 1986). Sa répartition saisonniére
sur le littoral européen est fortement corrélée a la température dont les limites d’optimum

vont de 9 & 25°C (Boucaud-Camou et Boismery, 1991).

1.3.1.3 Cycle de vie de la seiche

Comme un certain nombre de céphalopodes, la seiche effectue des migrations saisonniéres.

Ces derniéres se font du large vers la cote au printemps, ot la seiche profite de I’abondance de

13
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FIGURE 1.4 — Le cycle de vie de Sepia officinalis en Manche, les périodes d’exploitation, et
les principaux outils de péche utilisés, modifié d’aprés Bloor et al. (2013).
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proies et se reproduit, et de la cote vers le large (& une centaine de métres de profondeur) a
I'automne, ou elle bénéficie de températures plus favorables pour passer 'hiver (> 10°C) (Reid
et al., 2005; Wang et al., 2003). L’accouplement, la ponte, le développement embryonnaire,

I’éclosion et les premiéres semaines de vie du juvénile ont donc lieu sur le littoral.

Comme tous les Coléoidés, la seiche est sémelpare et présente une espérance de vie courte
(1 & 2 ans), régulée au sein de son aire de répartition principalement par la température. Ce
parameétre est celui qui a le plus d’impact sur le cycle de vie des céphalopodes. En effet, il a été
montré que la température influence directement le développement des ceufs, I’absorption du
vitellus, le taux de croissance, la demande alimentaire, et I’espérance de vie des céphalopodes
(e.g. Richard, 1971; Forsythe et al., 1994; Vidal et al., 2014). Plus les eaux sont chaudes,
plus le métabolisme de 'animal est élevé et sa durée de vie raccourcie. Ainsi, les individus
se développant entre les cotes ouest-africaines et le Portugal ont une durée de vie maximale
de 1 an (Mangold, 1966; Guerra et Castro, 1988; Coelho et Marthins, 1991), tandis qu’en
Manche le cycle de vie décrit jusqu’a présent a une durée exclusive de 2 ans (Boucaud-Camou
et Boismery, 1991; Dunn, 1999) (Fig. 1.4). Entre ces deux zones (i.e. des cotes Portugaises au
nord du Golfe de Gascogne), la population est partagée entre des individus qui se reproduisent

aprés une ou deux années de vie (Le Goff et Daguzan, 1991; Gauvrit et al., 1997).

La durée de la période de reproduction varie également en fonction de la température
moyenne de 'eau. En effet, la reproduction s’observe tout au long de I'année au sud du
Portugal (Bakhayoko, 1983; Guerra et Castro, 1988) et en Mer Méditerranée (Mangold,
1966), de mars a aoit dans le Golfe du Morbihan (Le Goff et Daguzan, 1991), et de mai &
septembre en Manche avec un pic d’éclosion en juillet (Boucaud-Camou et Boismery, 1991;

Challier et al., 2002).

La seiche est une espéce gonochorique dont la reproduction a lieu dans la position "téte-a-
téte" (Fig. 1.5). Le male dépose ses spermatophores, a I’aide d’un bras spécialisé (appelé bras
hectocotyle), dans la cavité sous-buccale de la femelle, ou ils pourront étre conservés jusqu’a
la ponte. Quelques dizaines a quelques centaines d’ceufs volumineux et riches en vitellus, noirs
car couverts d’encre, et présentant un diameétre de 8 a 10 mm, seront déposés par grappes,
plusieurs femelles pouvant pondre sur une méme grappe. Aucun soin n’est apporté aux ceufs

par la suite.
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FIGURE 1.5 — Photographie d’une reproduction de seiche commune. A gauche, le méale, &
droite, la femelle.

Aprés un développement pouvant durer 30 & 90 jours en fonction de la température, des
juvéniles de 7 & 9 mm (longueur de manteau) percent la capsule de I'ceuf. Malgré une mor-
phologie semblable & celle de I'adulte, certaines fonctions physiologiques ne sont pas encore
pleinement matures. Au cours du premier mois de vie post-éclosion, certaines parties du
systéme nerveux central vont se développer (i.e. les lobes verticaux et subverticaux ; Dickel
et al., 1997), et les formes majoritairement embryonnaires du pigment respiratoire (i.e. ’hé-
mocyanine (Hcy)) vont évoluer vers les formes adultes (Decleir et al., 1970, 1971; Strobel
et al., 2012). A ce jour, la maturation du systéme digestif est la modification physiologique
survenant & cette période la plus décrite (e.g. Boucaud-Camou et al., 1985; Yim et Boucaud-

Camou, 1980; Yim, 1978; Martinez et al., 2011).

1.3.2 Le systéme digestif de Sepia officinalis

Les céphalopodes étant en grande majorité des carnivores macrophages, leur mode de
nutrition se distingue de celui des autres mollusques. D’une part, les morceaux de proies
avalés contiennent trés souvent des fragments squelettiques; d’autre part, leur mode de vie
trés actif nécessite la consommation de grandes quantités de nourriture. Les particularités
de la structure et du fonctionnement de ’appareil digestif des céphalopodes découlent de ces

caractéristiques (Mangold et Bidder, 1989b).
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FIGURE 1.6 — Le systéme digestif de Sepia officinalis. En légende, le trajet du bol alimentaire,
des enzymes excrétées, ainsi que celui du bol alimentaire vers les organes d’assimilation ; les
principaux sites ol ont lieu les digestion intra- et extracellulaire, modifié d’aprés Mangold et

Bidder (1989D).
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Le systéme digestif des céphalopodes est en forme de U (Fig. 1.6). Il commence au niveau
d’un bulbe buccal situé au centre de la couronne brachiale et est principalement composé de
deux puissantes mandibules (renfermant une radula), et de muscles lui conférant une mobilité
importante. Les orifices des glandes salivaires antérieures et postérieures débouchent dans la
cavité buccale. Bien que les principales fonctions des sécrétions salivaires soient indéniable-
ment 'aide & la consommation de la proie, via des molécules paralysantes et/ou lysant les
tissus externes et internes avant l'ingestion, le role précis des composés contenus dans les
glandes salivaires reste peu connu (Kanda et al., 2003; Nagai, 2012; Ueda et al., 2008; Fry
et al., 2009; Undheim et al., 2010; Boucaud-Camou et Boucher-Rodoni, 1983).

La cavité buccale est prolongée par 1'cesophage qui permet d’amener le bol alimentaire
a 'estomac, dont les parois musculeuses réalisent un broyage mécanique, associé a ’action
d’enzymes sécrétées par la glande digestive (digestion extracellulaire), I'estomac ayant une
faible capacité sécrétrice (Boucaud-Camou, 1973). Une fois cette étape réalisée, le bol ali-
mentaire passe dans le caecum ol se prolonge 'action des enzymes et débute 'assimilation
des éléments digérés. L'intestin sert principalement & récupérer les débris non dégradés afin
de les évacuer en fin de digestion. Tout au long de ces étapes, la glande digestive sécréte des
enzymes vers 'estomac et le ceecum via les canaux digestifs (Mangold et Bidder, 1989b). Ces
canaux, bordés par les appendices de la glande digestive, servent également de voie pour la
remontée du bol alimentaire vers la glande digestive et les appendices de la glande digestive
(Boucaud-Camou, 1973; Yim et Boucaud-Camou, 1980; Boucaud-Camou et Boucher-Rodoni,
1983). Ces derniers ont pour role principal 'assimilation des petites molécules issues de la
digestion extracellulaire pour la distribution dans l'organisme (Boucaud-Camou et Boucher-
Rodoni, 1983; Perrin, 2004). Ils sont également impliqués dans 'osmorégulation via ’ab-
sorption de sels et d’eau (Wells et Wells, 1989; Schipp et von Boletzky, 1976). La glande
digestive, qui est 'organe de synthése de la majorité des enzymes digestives, est également
le siége de l'assimilation d’une partie des nutriments issus de la digestion extracellulaire
ainsi que celui d'une digestion intracellulaire par endocytose d'une partie du bol alimentaire
(Boucaud-Camou et al., 1985; Boucaud-Camou et Boucher-Rodoni, 1983; Boucaud-Camou
et Yim, 1980). Contrairement aux appendices de la glande digestive, les nutriments assimilés
par la glande digestive sont réutilisés pour son propre métabolisme (Boucaud-Camou et Yim,

1980).
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1.3.2.1 La glande digestive de Sepia officinalis et sa maturation

La glande digestive de la seiche est composée de tubules, formés par un épithélium unis-
tratifié, qui se rejoignent dans de larges lumiéres pour déboucher dans les canaux de la glande
digestive (Fig. 1.7). Ces tubules sont bordés d’une fine couche de tissus conjonctifs et muscu-
laires richement vascularisés (Boucaud-Camou et Boucher-Rodoni, 1983). Cet organe possede
une structure histologique complexe, variant assez largement suivant le stade de digestion,
I'age de I'animal, et probablement d’autres facteurs encore indéterminés (Boucaud-Camou,
1973; Yim et Boucaud-Camou, 1980). Chez les céphalopodes, la glande digestive joue un
role important dans les processus digestifs tels que la production de la plupart des enzymes
digestives ainsi que le stockage de nutriments et de lipides, mais aussi dans la détoxication,
le stockage et Iexcrétion de certains composés toxiques (Boucaud-Camou et Roper, 1995;
Martinez et al., 2011; Costa et al., 2014). Il a longtemps été admis qu'un type cellulaire,
présent sous différentes formes, était a 'origine de ces multiples fonctions (Boucaud-Camou
et Boucher-Rodoni, 1983; Yim et Boucaud-Camou, 1980). Récemment, une étude histolo-
gique approfondie de cet organe a proposé une classification en trois types cellulaires : les
cellules digestives (ou cellules & boules), les cellules excrétrices et les cellules basales (Fig.
1.7). Les premiéres, correspondant aux cellules décrites jusqu’a présent, assurent la sécrétion
d’enzymes, 'excrétion des produits de la digestion et de certains métaux comme le Fe, ’ab-
sorption, le stockage de lipides et de polysaccharides; les secondes ont un réle d’excrétion
de sels (non représentées) ; et les troisiémes sont impliquées dans le renouvellement des deux
premiéres, ainsi que dans la détoxication, le stockage et ’excrétion de certains éléments traces

(Fig. 1.7; Costa et al., 2014).

Une des particularités du processus de digestion des céphalopodes est la simultanéité
d’une digestion extracellulaire assurée par des enzymes fonctionnant a un pH alcalin, avec une
digestion intracellulaire ayant lieu a pH acide. Cette caractéristique confére aux céphalopodes
leur potentiel de croissance considérable (Costa et al., 2014).

La maturation de la glande digestive se déroule pendant les premiéres semaines suivant
I’éclosion du juvénile (i.e. entre trois et quatre semaines en fonction des conditions), et corres-
pond & une phase de multiplication intense des cellules suivie d’une phase de différenciation
cellulaire (Yim et Boucaud-Camou, 1980). En effet, & la naissance, la glande digestive du

juvénile est composée de deux petites masses de cellules indifférenciées accolées a un vitel-
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FIGURE 1.7 — Photographies de coupes histologiques transversales de glande digestive de
Sepia officinalis. (A) Tubule digestif montrant la disposition des cellules digestives (dc) et
des cellules basales (bc) autour de la lumiére du tubule. Noter la présence de concrétions
bleues dans le cytoplasme des cellules basales correspondant a des granules insolubles riches
en éléments traces, appelés "sphérules". it : tissu intertubulaire ; bl : lysosomes érythrophiles
voués a l'excrétion pour la digestion extracellulaire; yb : lysosomes impliqués dans la diges-
tion intracellulaire. Coloration a I'hématoxiline et a ’éosine. (B) Détail des cellules digestives
présentant un systéme lysosomal trés développé dont certains lysosomes sont en cours d’ex-
crétion (eb). L’encart présente un corps brun qui correspond aux corps solides endocytés par
la cellule digestive et non digérés. Ces composés sont stockés dans de larges vésicules avant
d’étre excrétés dans la lumiére du tubule. La fléche indique un phagosome ayant fusionné
avec un lysosome dans la cadre de la digestion intracellulaire, étape précédant la formation
du corps brun. Coloration tétrachromique. Echelles : 25 pum, modifi¢ d’aprés Costa et al.
(2014).
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lus interne qui sera consommé dans les premiers jours suivant 1’éclosion, simultanément a
la phase de multiplication cellulaire. Ce vitellus est assimilé via des processus de digestion
intracellulaire acide. La phase de différenciation cellulaire est initiée par la premiére prise
alimentaire et se traduit par la mise en place progressive de la digestion extracellulaire alca-
line. Ce processus va se développer jusqu’a ce que la maturation de la glande digestive soit
compléte (Yim et Boucaud-Camou, 1980; Boucaud-Camou et al., 1985). La digestion intra-
cellulaire, quant a elle, est présente et se maintient au niveau de la glande digestive pendant
toute la vie de ’animal. Lorsqu’elles sont pleinement fonctionnelles, les cellules digestives de
la glande digestive présentent de nombreuses vésicules, d’au moins deux types : des vésicules
servant au stockage des enzymes alcalines, excrétées au cours de la digestion, et des lysosomes
contenant des enzymes acides qui participent a la digestion intracellulaire (Boucaud-Camou
et Yim, 1980; Costa et al., 2014).

La glande digestive étant le principal organe de synthése des enzymes digestives, le do-
sage des activités protéolytiques acides et alcalines de Sepia officinalis permet de suivre la
maturation de cet organe. Les principales protéases étudiées chez les céphalopodes sont les
chymotrypsines, les trypsines et les carboxypeptidases A en tant qu’effectrices de la digestion
extracellulaire (alcaline), et les cathepsines en tant qu’effectrices de la digestion intracellu-
laire (acide). Des hydrolases commes les phosphatases acides et alcalines jouent également

un role au cours des phases de digestion (Mangold et Bidder, 1989b).

1.3.3 Le systéme circulatoire et 'immunité des céphalopodes
1.3.3.1 Le systéme circulatoire de Sepia officinalis

En comparant 'organisation du systéme circulatoire des céphalopodes Coléoidés a celui
des autres invertébrés (e.g. arthropodes et autres mollusques), Schipp (1987a) décrit un
groupe ayant atteint un niveau d’évolution particuliérement élevé (Fig. 1.8).

En effet, le systéme circulatoire des céphalopodes est clos, composé d’un systéme arté-
riel, principalement dorsal, relié & un systéme veineux ventral par un réseau capillaire. La
circulation de ’hémolymphe est assurée par un cceur central (dit systémique) composé d'un
ventricule et de deux auricules, responsable de la circulation artérielle a travers deux aortes,
appelées céphalique et postérieure. La circulation veineuse est assurée par des vaisseaux

contractiles et deux coeurs branchiaux, qui conduisent I’hémolymphe dans les branchies a
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FIGURE 1.8 — Le systéme circulatoire de Sepia officinalis et ses principaux organes et vais-
seaux, modifié d’aprés Schipp (1987a). En noir, le systéme artériel ; en gris, le systéme veineux.
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une pression optimale pour permettre les échanges gazeux (Mangold et Bidder, 1989a; Shad-
wick et Nilsson, 1990; King et al., 2005; Schipp, 1987b; Barber et Graziadei, 1965). Les
coeurs branchiaux sont pourvus d’appendices en charge de I'ultrafiltration de I'hémolymphe
pour la formation primaire d’urine. Trois types cellulaires sont retrouvés dans les tissus des
ceeurs branchiaux et de leurs appendices : les rhogocytes (anciennement appelés les cellules
ovoides), les hémocytes et les cellules mésenchymatiques triangulaires. Ces cellules sont toutes
impliquées dans la destruction de composés allogéniques présents dans I’hémolymphe via des
processus d’endocytose, ainsi que dans l’excrétion de composés intervenant dans les défenses
immunitaires. Le complexe des coeurs branchiaux participe également au catabolisme de 1’hé-
mocyanine (Hey), ainsi qu’au stockage de cette molécule et d’éléments traces essentiels tels
que le Cu et le Fe (retrouvés a des concentrations importantes dans ces organes), mais aussi
non essentiels comme le Cd, probablement excrété dans 'urine (Fiedler et Schipp, 1987;
Schipp et Hevert, 1978; Beuerlein et al., 1998; Beuerlein et Schipp, 1998; Beuerlein et al.,
2000, 2002a; Bustamante et al., 2002b).

L’hémolymphe est constituée du plasma dans lequel circulent les hémocytes, principales
cellules du systéme immunitaire. Le plasma est essentiellement composé d’Hey (a plus de
90 %), le pigment respiratoire, dont 'apoprotéine est synthétisée par les glandes branchiales
(D’Aniello et al., 1986; Mangold et Bidder, 1989a; Schipp et Hevert, 1978; Schipp et al., 1973),
et d’as-macroglobuline, un inhibiteur de protéases a large spectre impliqué dans I'immunité
(Thegersen et al., 1992; Armstrong, 1992, 2010; Vanhoorelbeke et al., 1994). Les hémocytes,
cellules de premiére importance dans les processus de défense immunitaire, sont synthétisés
par les corps blancs, organes pairs multi-lobés situés au niveau de la téte, entre les lobes

optiques et les yeux. A ce jour, un seul type d’hémocytes a été décrit chez Sepia officinalis

(Claes, 1996; Mangold et Bidder, 1989a).

1.3.3.2 Rappel des connaissances sur le systéme immunitaire des céphalopodes

Bien que de plus en plus étudié, le fonctionnement du systéme immunitaire des inverté-
brés reste mal compris. Il est classiquement mis en opposition avec celui des vertébrés qui
possédent un systéme immunitaire dit "acquis" ou "adaptatif" qui confére & son hote une ca-
pacité de réponse spécifique a un agent pathogéne ainsi qu’une réponse "mémoire" permettant

une élimination ciblée plus efficace. Ce systéme immunitaire adaptatif est complémentaire
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du systéme immunitaire inné que 1’on retrouve chez tous les étres vivants pluricellulaires ani-
maux et végétaux (Iwanaga et Lee, 2005; Loker et al., 2004). Au sein des invertébrés, ce sont
les insectes, et particuliérement Drosophila melanogaster, qui ont servi de modéle d’étude du
systéme immunitaire inné. Les travaux concernant les organismes marins ne sont apparus que
plus récemment, notamment en lien avec le développement de 'aquaculture et des phéno-
ménes de mortalité massive liés & des pathogénes, des contaminants, et/ou d’autres facteurs
environnementaux (e.g. Lotz, 1997; Wang et al., 2013b; Xue et Renault, 2000; Vazquez et al.,
2009). Parmi les mollusques, le fonctionnement de I'immunité a principalement été étudié
chez les bivalves en raison de leur importance économique, et dans une moindre mesure chez
les gastéropodes, pour leur role de vecteur de parasites vis-a-vis de 'homme et/ou d’animaux
d’élevage (Ford, 1992; Donaghy et al., 2010; Loker et al., 2004). Au sein des céphalopodes,
malgré les particularités évolutives de leur systéme circulatoire, peu d’études descriptives
du fonctionnement du systéme immunitaire ont été menées (Malham, 1996; Castellanos-
Martinez, 2013). Par conséquent, la description ci-dessous, généraliste a I'exception des su-
jets spécifiquement abordés dans notre étude, empruntera les connaissances acquises au sein
d’autres groupes d’invertébrés (i.e. mollusques et crustacés) avant de développer les travaux
réalisés chez les céphalopodes.

Le systéme immunitaire inné est traditionnellement présenté comme étant composé des
processus & médiation humorale, qui correspondent aux composés dissous, qu’ils soient pré-
sents dans I’hémolymphe ou dans des vésicules intracellulaires, et a médiation cellulaire, qui
se rapportent a ’action des hémocytes. Ces deux processus sont étroitement connectés et

agissent en synergie.

1.3.3.3 La médiation humorale

L’organisation de la médiation humorale peut étre présentée en trois sous-groupes : 1)
les récepteurs de reconnaissance du corps étranger (PRRs), 2) les voies de signalisation de la

réponse immunitaire, et 3) les effecteurs immunitaires.

1) Parmi la multitude de récepteurs de reconnaissance de corps étrangers (PRRs)
connus chez les invertébrés, les lectines sont les principales molécules ayant été étudiées chez

les céphalopodes (Rogener et al., 1985; Alpuche et al., 2010). 11 s’agit de protéines ou glycopro-
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téines qui se lient spécifiquement aux carbohydrates présents sur les membranes bactériennes
(Castellanos-Martinez et Gestal, 2013; Wang et al., 2012). Bien que toutes leurs fonctions
n’aient pas encore été décrites, leur implication a été rapportée dans la reconnaissance du
non-soi, l'agglutination et 'opsonisation (i.e. processus facilitant la phagocytose) des bacté-
ries, ainsi que dans l'activation du systéme du complément (Matsubara et al., 2006; Pruzzo
et al., 2005; Fujita, 2002). Les trois principaux groupes de lectines décrits chez les mollusques
sont les galectines, lectines les plus étudiées et conservées au sein du régne animal, qui se
lient au [-galactoside; les lectines C, qui présentent une activité de liaison dépendante de
I'ion Ca?" ; et les lectines de type I, qui se lient spécifiquement & ’acide sialique. De récentes
études (Lehmann et al., 2006; Vasta, 2009; Kolarich et al., 2012) ont mis en évidence la nature

de leur forme, soluble ou membranaire, chez les bivalves (Fig. 1.9).

Galectines Lectines C  Lectines de type |

AL AL
' N i

~ Milieu

extracellulaire

FIGURE 1.9 — Les principales formes de lectines caractérisées chez les mollusques bivalves,
modifié d’aprés Soudant et al. (2013).

Chez les céphalopodes, la présence de lectines dans le plasma est connue depuis longtemps.
Dans les années 1990, une lectine C de 260 kDa issue du plasma d’Octopus vulgaris a été
caractérisée (Rogener et al., 1985) et 'agglutination de différentes souches bactériennes par
les plasma d’Octopus maya, Sepiotheutis lessoniana, et S. officinalis a été mise en évidence.
Plus récemment, des séquences homologues d’ARN de lectines C spécifiques du mannose
(Castellanos-Martinez, 2013) et de galectines ont été extraites d’hémocytes d’O. vulgaris et
d’ Buprymna scolopes (Castellanos-Martinez, 2013; Collins et al., 2012). Une autre lectine de
66 kDa issue du plasma d’O. maya et montrant une activité d’agglutination a également été

caractérisée (OmA). Cette lectine ne montre pas de similarités avec les séquences peptidiques
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de lectines connues, mais présente des homologies avec une Hey d’Octopus dofieini (Alpuche
et al., 2010).

L’implication de ’'Hcy dans le systéme immunitaire des invertébrés semble de plus en
plus évidente. Chez les céphalopodes, cette molécule représente la quasi-totalité des protéines
présentes dans le plasma (D’Aniello et al., 1986) et sa plurifonctionnalité (e.g. lectine, phé-
noloxydase, précurseur de peptides antimicrobiens) a été mise en évidence chez de nombreux
invertébrés (e.g. Coates et Nairn, 2014; Decker et Jaenicke, 2004). Ce pigment respiratoire,
bleu sous sa forme oxydée, est une protéine de poids moléculaire élevé qui posséde un site
actif & deux ions cuivre, maintenus par six résidus histidine, permettant la liaison réversible
d’une molécule de dioxygéne. Chez S. officinalis, la molécule d’Hey est un décameére, consti-
tué de sous-unités de 350-450 kDa, de forme cylindrique. Chaque sous-unité est composée de
huit unités fonctionnelles (désignées de a a h a partir de 'extrémité N-terminale) d’environ
50 kDa (Fig. 1.10). Plusieurs études ont souligné la capacité de la molécule d’Hey a présenter
une activité de type phénoloxydase chez les céphalopodes (Campello et al., 2008; Siddiqui
et al., 2006; Decker et Tuczek, 2000; Decker et al., 2007; Salvato et al., 1998). Siddiqui et al.
(2006) ont d’ailleurs montré que cette activité, issue du plasma de S. officinalis, avait pour
seule origine ’'Hcy, et que 'unité fonctionnelle ¢ de cette molécule en est la principale respon-
sable. Le role et le fonctionnement des enzymes de type phénoloxydases seront développés
ci-dessous.

D’autres PRRs ont été récemment mis en évidence dans les tissus des céphalopodes O.
vulgaris et E. scolopes, parmi lesquels on trouve des protéines de liaison aux [-1,3-glucane,
lipopolysaccharide et peptidoglycane (GBPs, LGBP, PGBP, PGRP, GNBPs), et des récep-
teurs de type Toll (TLRs) (Castellanos-Martinez, 2013; Collins et al., 2012; Troll et al., 2009;

Goodson et al., 2005), mais leur fonctionnement n’a pas encore été étudié.
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FIGURE 1.10 — Représentation en trois dimensions d’'une Hey de mollusque et détail de sa
structure. Représentation de l'organisation de la sous-unité de S. officinalis, d'une unité
fonctionnelle, et du site actif d’une unité fonctionnelle, modifiée d’aprés Coates et Nairn
(2014).
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2) Les principales voies de signalisation de la réponse immunitaire décrites chez les
invertébrés, notamment les mollusques, sont le systéme du complément, la cascade Toll /NF-

kB, les cascades protéolytiques et le systéme prophénoloxydase (proPO).

- Le systéme du complément est 'un des plus anciens systémes de défense du régne
animal (Castillo et al., 2009). Il comprend plus d’une trentaine de protéines sériques et mem-
branaires qui jouent un roéle essentiel dans les défenses immunitaires innées. L’activation de
ce systéme induit trois principales activités : le déclenchement de 'inflammation, I’opsonisa-
tion des pathogenes, et leur lyse (Fujita, 2002; Castillo et al., 2009). Il a surtout été décrit
chez les mammiféres, mais certains de ses composants ont été récemment mis en évidence
chez des céphalopodes (Collins et al., 2012; Castillo et al., 2009; Schleicher et Nyholm, 2011;
Castellanos-Martinez, 2013).

- La cascade Toll/NF-xB (également appelée Toll) est initiée par l'activation des ré-
cepteurs du méme nom (Toll-like receptors) qui sont des protéines transmembranaires situées
a 'interface extra-/intracellulaire ou a l'intérieur de la cellule, dans un endosome. Cette cas-
cade entraine 'activation de processus trés divers comme l'inflammation, 'apoptose et les

cascades protéolytiques.

- Les cascades protéolytiques immunitaires font partie des premiéres cascades dé-
clenchées lors d’une infection. En effet, la libération de protéases par 'organisme va entrainer
le déclenchement d’autres voies de signalisation telles que les systémes proPO et du complé-
ment. Les inhibiteurs de protéases, comme les as-macroglobulines, font également partie
de ces voies de signalisation. Ils régulent ’action des protéases endogénes et empéchent les
protéases synthétisées par les pathogénes d’avoir des effets délétéres a l'intérieur de 1'orga-
nisme infecté (Armstrong, 2006, 2010; Wang et al., 2013b). En raison de la diversité des
protéases, les inhibiteurs de protéases sont impliqués dans de nombreux processus dont un

certain nombre est encore mal compris.

Au sein du systéme immunitaire des invertébrés, il a été montré que des inhibiteurs de
protéases sont impliqués dans la régulation de la coagulation de 'hémolymphe, des cascades

prophénoloxydase et du complément, et dans la synthése de cytokines et de peptides antimi-
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crobiens (Agarwala et al., 1996; Tong et Kanost, 2005; Xue et al., 2009). La plupart de ces
molécules inhibent de facon spécifique les enzymes protéolytiques d’une seule classe mécanis-
tique (i.e. protéases aspartiques, protéases a cystéines, protéases a sérines, métalloprotéases)
en agissant sur leur structure pour les inactiver de fagon irréversible (Umasuthan et al., 2014;
Xue et al., 2009; Huntington et al., 2000). Les as-macroglobulines, qui sont présentes dans le
plasma de la plupart des métazoaires, agissent différemment en formant une cage autour de la
protéase qui va limiter son action sans 'inactiver. De plus, I'action de ce groupe d’inhibiteurs

de protéases n’est pas limitée a une classe mécanistique (Armstrong, 2010).

Chez les céphalopodes, la présence des as-macroglobulines a été mise en évidence dans les
plasma d’O. vulgaris, d’Eledone cirrhosa, de S. officinalis et de Loligo pealii (Vanhoorelbeke
et al., 1994; Thegersen et al., 1992; Armstrong, 1992; Malham et al., 1998b). Vanhoorelbeke
et al. (1994) ont méme souligné que cette protéine est la deuxiéme plus abondante dans le
plasma de S. officinalis aprés 'Hcy. D’autres études ont mesuré d’importantes activités in-
hibitrices de protéases dans la glande digestive de différents céphalopodes (Kishimura et al.,

2010, 2001; Sof’ina et al., 1988; Ishikawa et al., 1966).

- Les phénoloxydases (POs) sont des métalloprotéines & cuivre qui catalysent la pre-
miére étape de la mélanisation (production de la mélanine ou mélanogenése), c’est-a-dire I’hy-
droxylation et /ou l'oxydation d'un composé phénolé (tyrosine et 3,4-dihydroxyphénylalanine).
Chez les invertébrés, la mélanisation joue un role important dans la reconnaissance du non-soi,
la production de substances toxiques pour les agents pathogénes, la réparation des blessures,
le durcissement de la cuticule et 'apparition de facteurs stimulant les défenses cellulaires (i.e.
phagocytose et/ou encapsulation ; Cerenius et al., 2008). Récemment, les recherches concer-
nant les POs ont visé & déterminer plus précisément la nature des POs étudiées (Le Bris et al.,
2013, 2014; Luna-Acosta, 2010). En effet, ce groupe d’enzymes comprend les tyrosinases, les
catécholases et les laccases. Toutes trois peuvent catalyser 'oxydation d’o-diphénols (activité
catécholase), cependant les tyrosinases ont également la capacité de réaliser I’orthohydroxy-
lation des monophénols (activité crésolase), tandis que les laccases sont aussi capables de
catalyser 'oxydation de m- et p-diphénols, ainsi que d’autres composés comme les amines

aromatiques (activité laccase).

Une caractéristique des POs réside dans leur forme inactive : la prophénoloxydase (proPO).
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La cascade proPO correspond aux étapes nécessaires a ’activation de la proPO en PO. Cette
cascade est initiée par la reconnaissance de motifs présents sur les pathogénes (PAMPs) qui
induit (directement ou via des PRRs) le déclenchement d’une cascade de protéases a sérine

aboutissant & la conversion de la forme zymogénique proPO en PO (Fig. 1.11).

PRRS

Champlgnons e \
(B-1,3- glucane
e S scades
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Bactéries a Gram négatif \
(lipopolysaccharide) — Inh|b1teurs de
/ protéases ‘
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(peptidoglycane)

Synthése d’AMPs <= Q
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sclérotisation, .. S~ ____ .. . /
(X
Mélanine

FIGURE 1.11 — Bilan simplifié des voies mises en place chez un invertébré lors d’une infection,
modifié d’aprés Amparyup et al. (2013).

Chez les céphalopodes, en dehors des tyrosinases impliquées dans la synthése de l’encre,
les POs en tant que composant du systéme immunitaire n’ont pas été spécifiquement étu-
diées (Fan et al., 2009; Fiore et al., 2004; Naraoka et al., 2000, 2003; Palumbo et al., 1997).
Plusieurs travaux ont porté sur lactivité PO générée par I'Hey (Campello et al., 2008; Sal-
vato et al., 1998; Siddiqui et al., 2006; Decker, 1998). En effet, les Hcys d’un grand nombre
d’invertébrés peuvent présenter des activités POs (appelées Hey-derived PO) en fonction de
Iaccessibilité de leur site actif. Ces molécules peuvent méme voir leur activité augmenter en

présence de différents activateurs (de fagon similaire a la proPO). C’est alors un changement
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de conformation de I’'Hcy qui permet une meilleure accessibilité de son site actif pour les

composés phénolés.

3) Les effecteurs immunitaires sont des composés chargés d’inactiver et de détruire le
pathogeéne. Les principaux composés de ce genre décrits dans la littérature sont les peptides

antimicrobiens (AMPs) et les enzymes hydrolytiques (Wang et al., 2013b).

- Les peptides antimicrobiens (AMPs) sont caractérisés par leur petite taille (12-100
Aa), leur stabilité a la chaleur, ainsi que leur nature cationique et hydrophobique. Leurs
propriétés tensioactives et perforatrices permettent de rompre les membranes des microorga-
nismes, ce qui provoque leur lyse (Hooper et al., 2007; Li et al., 2009). Ils sont généralement
produits et stockés dans les hémocytes avant d’étre libérés plus localement dans une zone
infectée ou susceptible de le devenir (Mitta et al., 1999; Zhao et al., 2007). De spécificité
faible, ces peptides ont montré des activités anti-bactériennes, antifongiques, et anti-virales
ainsi qu’une implication dans la cicatrisation. Les principaux AMPs découverts chez les mol-

lusques sont issus de bivalves (e.g. défensines, mytilines).

- Les enzymes hydrolytiques regroupent des protéines responsables de la lyse intra-
et/ou extracellulaire (Xue et Renault, 2000) telles que les phosphatases acides et alcalines, les
lysozymes, la S-glucuronidase, les estérases, les protéases, les lipases et les amylases (Carballal
et al., 1997a; Xue et Renault, 2000; Pipe, 1990; Cima et al., 2000; Lopez et al., 1997a; Matozzo
et al., 2007). Ces enzymes ont été détectées dans les hémocytes de nombreux mollusques, ainsi
que dans le plasma, mais en quantité moins importante (Carballal et al., 1997a). Elles sont
majoritairement stockées dans les lysosomes de ces cellules ou d’organes impliqués dans le

systéme immunitaire.

L’action des lysozymes est fondamentale pour permettre la lyse d'un grand nombre de
bactéries. En effet, ces enzymes clivent la liaison 1,4-(5-glycosique entre ’acide N-acétyl-
muramique et le N-acétyl-glucosamine des parois bactériennes, conduisant a la lyse de la
cellule (Herreweghe et Michiels, 2012). Outre cette activité antibactérienne, d’autres fonctions
ont récemment été mises en évidence dans le systéme immunitaire d’invertébrés, comme la

modulation de la réponse immunitaire par interaction avec les lectines, certains composés du
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systéme du complément, et /ou les POs (Herreweghe et Michiels, 2012; Wang et Zhang, 2010;
Rao et al., 2010; Park et al., 2007; Goto et al., 2007).

Chez les céphalopodes, des activités lysozymes ont été mesurées ponctuellement dans
I’hémolymphe ou le plasma d’O. vulgaris, en tant qu’indicateur de réponse a un stress (e.g.
Grimaldi et al., 2013; Locatello et al., 2013). La seule étude descriptive de la répartition de
ces enzymes dans le systéme circulatoire d’un céphalopode a été réalisée sur 'octopode E.
cirrhosa. Ce travail a mis en évidence la présence d’une activité lysozyme au niveau des hémo-
cytes, du plasma, ainsi que dans tous les autres organes étudiés (i.e. branchies, corps blancs,
ceeurs branchiaux et leurs appendices, glandes salivaires ; Malham et al., 1998b). Cependant,
aucune réponse claire de cette activité enzymatique en tant qu’effecteur immunitaire n’a pu
étre soulignée aprés injection de contaminants ou de bactéries dans le systéme circulatoire

de ces octopodes (Malham et al., 1998b; Grimaldi et al., 2013; Locatello et al., 2013).

1.3.3.4 La médiation cellulaire

La médiation cellulaire est assurée par les hémocytes, cellules circulant librement dans le
plasma ou infiltrées dans les tissus. Alors qu’il est courant de trouver au moins deux popu-
lations hémocytaires dans I’hémolymphe des mollusques gastéropodes et bivalves, la grande
majorité des études descriptives de ces cellules chez les céphalopodes rapportent un seul type
cellulaire (Malham, 1996; Cowden et Curtis, 1981; Rodriguez-Dominguez et al., 2006; Collins
et al., 2012). Ces cellules sont impliquées dans de nombreuses fonctions physiologiques chez
les mollusques, comme la digestion, le transport et la distribution de nutriments (Beninger
et al., 2003), la réparation coquillére et tissulaire (Mount et al., 2004), la détoxication (Ma-
tozzo et al., 2001), et la protection de 'organisme vis-a-vis des micro-organismes pathogénes
(e.g. Donaghy et al., 2010; Soudant et al., 2013; Rodriguez-Dominguez et al., 2006). Cette der-
niére fonction est assurée principalement par les processus de phagocytose, d’encapsulation,
et de production d’espéces réactives de 'oxygeéne (ROS, autrement appelés radicaux libres),
aboutissant a la destruction de 1’agent étranger. Le processus de phagocytose, abondamment

décrit dans la littérature, se décompose en 4 étapes (Fig. 7.2) :

1. La chimiotaxie, qui correspond & 'attraction et la migration vers un stimulus chimique

libéré par 'organisme infecté ou porté par ’agent étranger ;
2. La reconnaissance du corps étranger et son adhésion, qui peut dépendre de certains
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composés (e.g. lectines), indispensables & ce processus ou permettant simplement de
I’améliorer ;
3. L’internalisation du corps étranger par endocytose;

4. La dégradation intracellulaire.

Médiation
humorale

Inhibiteurs " "
de protéases Peptides anti-
\ : B ‘ microbiens
Médiation
cellulaire

T - Jde)

S
§ )‘ lysosomales

CT 1

Chimiotaxie, | (Opsonines,
Attraction | agglutinines

Etape 2 : Lectines
Adhésion (associées ala
membrane)

Etape 4’ :
Dégradation

Etape 4 : -
extracellulaire

Dégradation
intracellulaire

\

Phagocytose Encapsulation

FIGURE 1.12 — Etapes de la phagocytose et de I'encapsulation, et principaux roles assurés
par les médiateurs humoraux au cours de ces étapes, modifié d’aprés Soudant et al. (2013).

Le processus d’internalisation conduit & la formation d’un phagosome primaire dans lequel
la destruction du micro-organisme a lieu (étape 3). Des lysosomes cytoplasmiques viennent
fusionner avec ce phagosome et libérent leurs enzymes hydrolytiques, contribuant ainsi a la
dégradation du composé phagocyté (étape 4). Au cours de 'internalisation du corps étranger,

une enzyme membranaire, la NADPH oxydase (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phos-
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phate oxydase) est activée, provoquant une augmentation de la consommation d’oxygéne par
la cellule, et la formation directe ou indirecte de ROS, tels que 'anion superoxyde (O5*), le
péroxyde d’hydrogeéne (HyO,), 'oxygene singulet (10,), le radical hydroxyle (OH®) ou ’anion
hypochlorite (ClO7). Les ROS sont connus pour leurs activités microbicides et agissent seuls
ou en synergie avec les enzymes lysosomales (Neumann et al., 2001; Soudant et al., 2013; Di
et al., 2013).

Lorsque l'endocytose du corps étranger ne peut avoir lieu, généralement & cause de sa
taille, les hémocytes forment une capsule par agrégation autour de ce corps, c¢’est ’encapsu-
lation (étape 3’). Ils la détruisent ensuite par excrétion d’enzymes et de ROS a 'intérieur de
cette capsule, c’est la dégradation extra-cellulaire (étape 4’; Fig. 7.2).

Chez les céphalopodes, le comportement de phagocytose des hémocytes est connu depuis
longtemps (Stuart, 1968; Cowden et Curtis, 1981). Cependant, peu d’études ont décrit ce
processus et les paramétres U'influengant (Malham et al., 1997; Castellanos-Martinez et al.,
2014; Rodriguez-Dominguez et al., 2006).

Il est possible d’étudier le fonctionnement et le comportement des hémocytes vis-a-vis
de différents stimuli & partir de cultures primaires. Cet outil permet de travailler sur cette
composante du systéme immunitaire, isolée de toute interaction avec les autres composantes.
Dans le cas des céphalopodes, la culture primaire d’hémocytes représente une alternative
intéressante aux expériences d’expositions a des pathogénes in vivo (par balnéation ou in-
jection), en raison de la fragilité de ces animaux vis-a-vis des manipulations et de la faible
disponibilité en animaux adultes. Dans le cadre de travaux d’écotoxicologie, la culture pri-
maire d’hémocytes de céphalopodes s’avére utile pour étudier 'impact direct de différents

contaminants sur le comportement de ce type cellulaire (présenté au chapitre 7).

1.3.4 Rappel des connaissances concernant 1’écotoxicologie des élé-

ments traces chez la seiche

L’importante capacité d’accumulation des éléments traces par la seiche a été mise en évi-
dence dans de nombreuses études (e.g. Miramand et Bentley, 1992; Miramand et al., 2006;
Schipp et Hevert, 1978; Bustamante et al., 2006a). Son role clé dans les réseaux trophiques
marins, en tant que proie d'un grand nombre de prédateurs supérieurs (e.g. oiseaux, mam-

miféres) a incité les scientifiques a étudier le métabolisme de cet animal vis-a-vis de ces
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contaminants.

La plupart des travaux s’intéressant aux concentrations en éléments traces présents dans
S. officinalis ont d’abord été réalisés in situ (Miramand et Bentley, 1992; Miramand et al.,
2006; Schipp et Hevert, 1978; Bustamante et al., 2006a). Ils ont mis en évidence que le
principal organe d’accumulation est la glande digestive, dans laquelle des teneurs tres élevées
en Ag, Cd, Cu, Fe et Zn ont été mesurées (Miramand et Bentley, 1992; Miramand et al.,
2006; Bustamante et al., 2006a). Le role des coeurs branchiaux a également été rapporté dans
I’accumulation et probablement la détoxication de différents éléments (i.e. Co, Cu, Fe, Ni, V)
(Miramand et Bentley, 1992; Schipp et Hevert, 1978). Une étude portant sur 'accumulation
de huit éléments chez S. officinalis tout au long de son cycle de vie a montré qu’elle a lieu
dés la naissance pour le Cd, le Cu, le Fe, le Pb, le V et le Zn, et dure toute la vie de I’animal.
Seule la concentration en Ag dans ’animal diminue & partir de la migration automnale au

large (Miramand et al., 2006).

En milieu aquatique, I'assimilation des éléments traces passe par les voies dissoute et tro-
phique, dans des proportions différentes en fonction de I'organisme étudié et de la biodisponi-
bilité de 1’élément dans 1’eau et la nourriture (Rainbow, 2002). L’utilisation de radiotraceurs
en milieu controlé a permis d’estimer les taux d’assimilation pour différents éléments traces
chez la seiche adulte et juvénile, a des concentrations environnementales. Cela a permis de
mettre en évidence que le Cd, le Co et le Zn sont majoritairement accumulés par la seiche
par la voie trophique, alors que I’Ag ’est principalement par la voie dissoute (Bustamante
et al., 2004). Ces études ont confirmé le role prépondérant de la glande digestive en tant
qu’organe d’accumulation, pour ces quatre éléments, et celui des coeurs branchiaux comme

probable voie d’excrétion du Co et du Cd (Bustamante et al., 2002b, 2004).

Une fois dans l'organisme, les éléments traces sont "métaboliquement disponibles", au
moins jusqu’a ce que des processus physiologiques interagissent pour les excréter ou les lier
a une molécule particuliére ayant une forte affinité pour I’élément, ’empéchant de se fixer
ailleurs (Rainbow, 2002). Ce n’est qu’'une fois lié¢, que 1’élément est considéré "détoxiqué"
(Mason et Jenkins, 1995). Au sein des invertébrés, la précipitation des éléments traces sous
la forme de granules est un mécanisme de détoxication efficace (Marigomez et al., 2002). Ce
processus passe par une liaison de ces éléments avec des protéines cytosoliques (i.e. solubles)

qui les transportent au niveau de vésicules de stockage (e.g. lysosomes) dans lesquelles leur
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précipitation peut avoir lieu. L’organisme a ainsi la possibilité de stocker le composé poten-
tiellement toxique sous une forme inactive (i.e. insoluble), et éventuellement de l'excréter
(Liu et Wang, 2013; Bustamante et al., 2006a; Blackmore et Wang, 2002). Dans la glande
digestive de S. officinalis, un type de granules, appelés sphérules, a été décrit au niveau des
cellules basales (Fig. 1.7). Les principaux éléments traces détectés dans les sphérules sont le
Cu, le Zn, ’'Ag, le Ca, le Mg, le Sr et le Pb, associés a du soufre, suggérant I'implication
de métallothionéines (MTs) dans ce processus (Martoja et Marcaillou, 1993; Costa et al.,
2014). Cependant, l'existence de telles organites (i.e. sphérules) dans les cellules de la glande

digestive de S. officinalis reste sujette a controverse (e.g. Bustamante et al., 2006a).

Dans le régne animal, les MTs sont les principales molécules prenant en charge les éléments
traces au niveau de la fraction soluble (i.e. cytosolique). Ces protéines de petite taille (10-
20 kDa), riches en cystéine, ont une importante capacité a lier les métaux grace a leurs
groupements thiols (-SH; Fig. 1.13). Elles sont impliquées dans 'homéostasie des métaux
essentiels (Cu et Zn) en tant que réservoir pour diverses fonctions métaboliques, ainsi que
dans la détoxication d’éléments traces non essentiels (e.g. Hg, Cd, Ag) (e.g. Amiard et al.,
2006; Cosson, 1991; Roesijadi, 1992). D’autres molécules ayant des propriétés similaires aux
MTs peuvent également avoir un role de ligand, comme le glutathion (GSH, sous sa forme
réduite) ou les protéines de haut poids moléculaire (HMWP)(Dickinson et Forman, 2002;
Serafim et Bebianno, 2010). Afin de déterminer les principaux composants responsables de la
prise en charge des éléments traces dans la glande digestive de S. officinalis, le fractionnement
subcellulaire de sept éléments traces (i.e. Ag, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Pb, Zn) issus de seiches
adultes prélevées dans le milieu naturel a été estimé (Bustamante et al., 2006a). Ainsi, il
a été mis en évidence que I’Ag, le Fe, le Mn, le Pb et le Zn sont majoritairement stockés
sous une forme insoluble, confirmant leur détoxication /stockage sous forme de granules et /ou
associés aux membranes, tandis que le Cd, le Co et le Cu sont principalement présents dans
la fraction soluble, impliquant leurs liaisons avec des protéines cytosoliques. Cependant, peu
d’éléments solubles ont montré des liaisons importantes avec des composés de taille similaire

aux MTs (Bustamante et al., 2006a).

Les processus de détoxication mis en place par la seiche en cas d’exposition importante a
un élément trace restent méconnus. La nature des mécanismes chargés de réguler I’accumu-

lation et le fractionnement subcellulaire des éléments traces chez les céphalopodes juvéniles,
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F1GURE 1.13 — Représentation en trois dimensions d’une métallothionéine avec ses deux
domaines (« et ) liant les éléments traces grace aux groupements thiols des cystéines la
composant, modifiée d’aprés Romero-Isart et Vasak (2002).

quel que soit le niveau de maturité de la glande digestive, est également inconnue. Il a
cependant été mis en évidence que les paramétres relatifs & accumulation (i.e. efficacité
d’assimilation et temps de rétention) de certains éléments comme le Co et le Zn présentent
des valeurs différentes entre le stade adulte et le stade juvénile. En effet, le Co est assimilé
de maniére beaucoup plus importante par le juvénile par la voie trophique, tandis que son
temps de rétention dans l'organisme est plus long chez ’adulte. En revanche, le temps de
rétention du Zn est plus long chez le juvénile (Bustamante et al., 2002b). Ces expériences
suggérent des processus relatifs a la détoxication et a la gestion des éléments traces différents
entre ces deux stades de vie (Bustamante et al., 2002b, 2004). En raison du développement
important de la glande digestive, et notamment de son systéme lysosomal, entre la naissance
et le premier mois de vie, cette différence de métabolisation peut étre liée & la disponibi-
lité en ligands spécifiques ainsi qu’a des sites d’accumulation différents, comme déja suggéré
entre Sepiidae et Loliginidae, dont le systéme lysosomal de la glande digestive est moins
développé chez ces derniers (Bustamante et al., 2002a). 11 a également été proposé que les
différences d’efficacité d’assimilation entre les stades adulte et juvénile peuvent étre liées aux
natures différentes de la digestion a ces deux périodes (majoritairement extracellulaire wvs

majoritairement intracellulaire).

Concernant 1’étude de la toxicité des éléments traces sur les céphalopodes, les principaux
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travaux ont été menés sur le stade embryonnaire. Ils ont mis en évidence une toxicité du Cd et
du Cu a des concentrations supérieures a 100 ug L, se traduisant par la mort de ’embryon
(Establier et Pascual, 1983; Sen et Sunlu, 2007). Des expositions prolongées d’ceufs de S. offi-
cinalis & des concentrations environnementales ont souligné I'importante capacité protectrice
de la capsule de l'ceuf jusqu’a la fin de 'embryogenése (i.e. les deux tiers du temps néces-
saire au développement). Les propriétés de cette enveloppe changent ensuite et permettent
la pénétration de certains éléments (i.e. Ag, Zn, Hg, Mn, Co, Cd, Cs) jusqu’a I’éclosion, avec
de potentiels effets délétéres sur 'embryon (Lacoue-Labarthe et al., 2008b, 2009d, 2010b).
Lacoue-Labarthe et al. (2010a) ont montré une inhibition par le Cd des activités d’enzymes
lites a la digestion du vitellus (i.e. les phosphatases acides et les cathepsines), aprés 18 jours
d’exposition & des concentrations supérieures ou égales a 31 ng L' (phosphatases acides),
et 48 jours d’exposition 4 610 ng L' (cathepsines). Une potentielle perturbation du systéme
immunitaire (i.e. activités POs) sur ce stade de vie a été également mise en évidence suite
a 50 jours d’exposition a 1,2 ug Ag L' ou 230 ug Cu L' (Lacoue-Labarthe et al., 2009a).
Ces études ont souligné l'effet toxique de ces métaux sur le développement et 'immunité
de 'embryon malgré la protection des enveloppes de I'ceuf. De plus, des pertes de poids des
juvéniles a ’éclosion ont été remarquées aprés 50 jours d’exposition & 0,06 ng Ag L, 305 ng
Cd Lt et 23 ug Cu L, mettant clairement en évidence une sensibilité importante de ce stade
de vie vis-a-vis de ces éléments (Lacoue-Labarthe et al., 2010a). Enfin, il a été récemment
montré qu’'une exposition pré- et post-éclosion de cet animal a un composé antidépresseur
(la fluoxétine) peut perturber le comportement des juvéniles a partir d’une concentration de

1 ng L' (Di Poi et al., 2013, 2014).

Ainsi, malgré I'étape critique que représente potentiellement le stade juvénile de S. offi-
cinalis et celui d’autres céphalopodes holobenthiques, 'induction de perturbations physio-
logiques par les métaux a fait 'objet de peu d’études. Bien que couramment utilisé sur les
mollusques bivalves pour étudier I'impact de divers paramétres, le stress oxydatif (déséqui-
libre entre les systémes prooxydants et antioxydants en faveur des premiers, source d’effets
toxiques potentiels ; Sies, 1997) commence simplement & étre exploré chez les céphalopodes.
Seules trois études ont rapporté I'influence de divers parameétres sur les activités d’enzymes
impliquées dans la gestion du stress oxydatif sur ces animaux. Il a été mis en évidence que

la température d’incubation des ceufs, la teneur en oxygéne dissous du milieu, et les concen-
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trations tissulaires de différents métaux (i.e. Cd, Cu, Pb, Zn) peuvent induire un stress
oxydatif (Rosa et al., 2012; Triibenbach et al., 2013; Semedo et al., 2012). Certains métaux
sont connus pour induire directement ou indirectement une production de ROS (e.g. Ag, Cd,
Cu, Fe). Cette synthése ayant lieu dans ’ensemble des cellules des organismes aérobies, de
nombreux mécanismes de régulation existent, parmi lesquels 1) I’élimination des catalyseurs
de la formation de ROS, et 2) I’élimination des ROS eux-mémes.

Par exemple, I'enzyme glutathion S-transférase (GST) catalyse la conjugaison du GSH
avec des composés électrophiles comme les formes ioniques des éléments traces, empéchant
ainsi leur réaction avec d’autres composés cellulaires pouvant induire la formation de ROS
(fig. 1.14). Les superoxydes dismutases (SOD) et les catalases agissent en cascade sur deux
types de ROS : l'anion superoxyde (O5*) et le peroxyde d’hydrogéne (H3O2). Les SOD
cytosoliques sont des métalloenzymes a Cu et Zn qui catalysent la réduction d’O5* en HyOs,
tandis que les catalases, qui sont des oxydoréductases a quatre hémes, réduisent 'HoO5 en

GST
GSH + X+ E— GSX
Glutathion Compose électrophile Glutathion
réduit (e.g. forme ionique des conjugué

éléments traces)

FIGURE 1.14 — Réaction catalysée par la glutathion S-transférase.

SOD
20, + 2H* —> H),0, + 0O,

Catalase
2 H202 H 02 + 2 Hzo

FIGURE 1.15 — Réactions catalysées par la superoxyde dismutase et la catalase.

Ainsi, ces deux enzymes permettent de limiter 'interaction de ces radicaux avec d’autres
composés (e.g. protéines, lipides, polysaccharides, acides nucléiques). Une surproduction de
ROS et/ou une perturbation des systémes de régulation peut induire une toxicité qui se tra-
duit la plupart du temps par des dommages tissulaires, notamment au niveau des membranes

biologiques (appelés lipoperoxydation (LPO) ou peroxydation lipidique). Ce phénoméne de
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dégradation est couramment quantifié afin d’estimer le déséquilibre entre actions liées aux
ROS et défenses antioxydantes.

Chez les céphalopodes, les processus permettant la régulation du stress oxydatif (e.g.
GST, SOD, catalase) ainsi que les éventuelles conséquences de ce stress (e.g. LPO) induits

par des contaminants n’ont jamais été suivis en conditions controlées.
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1.4 Objectifs de I’étude et organisation du manuscrit

Dans le cadre du projet CHRONEXPO, les travaux effectués pendant cette thése ont
visé a étudier, d'une part, les perturbations physiologiques engendrées par le Zn sur le stade
juvénile de la seiche S. officinalis au cours de sa vie cotiére, et d’autre part, a développer les
connaissances relatives aux cellules responsables de 'immunité chez cet animal, dans le but
de mettre en place des tests de toxicité in wvitro.

Dans le contexte présenté précédemment, les questions abordées dans cette étude sont les
suivantes :

— Quelle est la sensibilité du stade juvénile de Sepia officinalis vis-a-vis du Zn dissous ?

— Quelles sont les perturbations induites par le Zn dissous & des concentrations non 1é-
tales sur le développement du juvénile exposé un a deux mois? La maturation de la
glande digestive induit-elle des modifications de sensibilité et/ou de régulation du Zn?

Le systéme immunitaire est-il affecté ? Certains marqueurs sont-ils plus pertinents ?

— L’accumulation du Zn dissous par la seiche juvénile peut-elle induire une modification
de I'’homéostasie métallique globale 7 Les MTs sont-elles impliquées dans cette gestion a
ce stade de vie? L’exposition au Zn induit-elle un stress oxydatif 7 Si oui, a quel niveau
et par quel mécanisme ?

— Dans quelle mesure est-il possible de réaliser une contamination trophique prolongée ?

— Quelle est la formulation hémocytaire de S. officinalis 7 Est-il envisageable d’utiliser

ces cellules dans le cadre d’études in vitro, notamment en écotoxicologie ?
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION

Ce manuscrit sera organisé de la fagon suivante :

1. La partie II présente un travail préliminaire qui nous a permis de mieux appréhender
le role de trois enzymes classiquement utilisées pour étudier le systéme immunitaire des

invertébrés (i.e. les phénoloxydases, lysozymes et inhibiteurs de protéases) chez la seiche.

2. La partie III développe I'étude des effets toxiques du Zn sur différents processus physio-
logiques du juvénile :

— Le chapitre 3 décrit les travaux menés afin d’estimer la sensibilité de ce stade de vie

vis-a-vis du Zn et d’étudier de potentiels impacts, 1étaux ou non, d’expositions pro-

longées sur la croissance, le comportement, et les systémes immunitaires et digestifs;

— Le chapitre 4 s’intéresse a I'impact d’expositions d'une durée de un a deux mois, a des
concentrations non létales en Zn, sur ’homéostasie des métaux dans les juvéniles, le

stress oxydatif et la synthese de MTs;;

— Le chapitre 5 présente des essais préliminaires d’élevage et d’accumulation du Zn dans

un crustacé adapté a I'alimentation des premiers stades de vie du juvénile de seiche.

3. La partie IV rapporte les études menées sur la composante cellulaire du systéme immu-
nitaire de Sepia officinalis :

— Le chapitre 6 présente la caractérisation des hémocytes de seiche;

— Le chapitre 7 décrit les essais de mise en culture des hémocytes et la réalisation de

quelques tests de toxicité.
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Deuxiéme partie

Distribution du systéme
prophénoloxydase, des lysozymes et des
inhibiteurs de protéases dans les tissus

de la seiche commune Sepia officinalis
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Préambule

Cette partie s’inscrit dans une démarche de développement de nos connaissances relatives
a 'immunité de la seiche et plus globalement & celle des céphalopodes. Il s’agit de travaux
préliminaires visant a 1) déterminer la localisation de trois enzymes classiquement impli-
quées dans le systéme immunitaire des invertébrés (i.e. les phénoloxydases, les lysozymes
et les inhibiteurs de protéases), et 2) mieux appréhender leurs roles en tant qu’acteurs du
systéme immunitaire de Sepia officinalis, afin de 3) déterminer la pertinence de I'utilisation

de ces enzymes dans I’étude de 'impact du Zn sur le systéme immunitaire de la seiche juvénile.

En raison de leurs trés petites tailles, il est difficile de réaliser des dosages enzymatiques
sur les organes de juvéniles de seiche au cours des premiéres semaines de vie post-éclosion sans
recourir & un trés grand nombre d’individus. Les dosages enzymatiques sont donc couram-
ment réalisés sur individu entier. Cette démarche ne pose pas de problémes en ce qui concerne
la quantification d’enzymes digestives car leurs roles et zones de synthése sont connus. En
revanche, les enzymes dites "immunitaires" ont une spécificité d’action moindre, c’est pour-
quoi leur dosage est généralement réalisé sur des compartiments spécifiques (e.g. sang chez
les vertébrés, hémolymphe chez les invertébrés). Le prélévement de tels compartiments étant
particulierement difficile a mettre en ceuvre sur la seiche juvénile, nous sommes partis du
postulat selon lequel le systéme immunitaire de ce stade de vie fonctionne de fagon simi-
laire & celui de I’adulte, et nous avons donc choisi de doser les activités des phénoloxydases,
lysozymes et inhibiteurs de protéases sur treize compartiments de S. officinalis adulte. Les
méthodes de dosage des lysozymes et des inhibiteurs de protéases étant connus au labora-
toire, nous nous sommes consacrés au développement du dosage des phénoloxydases ainsi

qu’a leurs formes inactives, les prophénoloxydases.
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Abstract

The immune system of cephalopods remains poorly understood. The aim of this study was
to determine the specific activity of immune enzymes in epithelial barriers, circulatory and
digestive systems of the common cuttlefish Sepia officinalis. Three enzyme groups with puta-
tive functions in immunity were investigated : phenoloxidases (POs), lysozymes and protease
inhibitors (PIs). Consistent with role in immunity, highest PO activities were found in the
integument as well as the respiratory and circulatory organs under zymogenic (proPO) and
active form. Surprisingly, high PO activities were also found in the digestive gland and its
appendages. Similarly, high lysozyme activities were detected in the integument and circu-
latory organs, but also in the posterior salivary glands, highlighting the implication of this
antibacterial enzyme group in most tissues exposed to the environment but also within the
circulatory system. Albeit highest in digestive organs, the ubiquitous detection of PI activity
in assayed compartments suggests immune function(s) in a wide range of tissues. Our study
reports proPO/PO, lysozyme and PI distributions in S. officinalis body compartments for
the first time, and thus provides the fundamental basis for a better understanding of the

humoral immune system in cephalopods as well as invertebrates.

Keywords : Immune system ; Lysozymes ; Prophenoloxidase system ; Protease inhibitors ;

Sepia officinalis.
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2.1 Introduction

Most aquatic organisms inhabit environments rich in bacteria and other microorganisms.
Unlike air, water functions as a medium for both transport and growth of microbes (Gomez
et al., 2013; Hansen et Olafsen, 1999; McFall-Ngai et al., 2010). Thus a critical function of the
immune system of aquatic organisms is to provide a protection against this constant patho-
genic threat (Iwanaga et Lee, 2005). What adaptations of the immune system allow aquatic
species to thrive in these conditions ? Unlike vertebrates, invertebrates rely on innate immu-
nological mechanisms alone as defense against pathogens (Loker et al., 2004). Cell-mediated
defense mechanisms are mainly carried out by hemocytes, which behave like macrophages
(Heath-Heckman et McFall-Ngai, 2011), while humoral factors take part in various functions
such as pathogen recognition, signaling pathway activation, and invader elimination (Wang
et al., 2013b). Among them, we chose to focus on (1) one of the most effective signaling
pathway of invertebrates - the melanization cascade, (2) one well-known hydrolytic enzyme
group involved in pathogen elimination - the lysozymes, and (3) components of the immune
proteolytic cascade, the protease inhibitors (PIs) (Amparyup et al., 2013; Cerenius et al.,
2008; Fiotka et al., 2012; Herreweghe et Michiels, 2012; Rowley et Powell, 2007; Wang et al.,
2013b; Xue et al., 2009).

While a major immune mechanism among many invertebrate taxa, melanization remains
understudied in mollusks. It is involved in (1) non-self recognition, (2) production of toxic
compounds against pathogens, (3) wound healing and (4) cellular-defense factor synthesis
(e.g. Cerenius et al., 2008; Luna-Acosta et al., 2010; Siddiqui et al., 2006). Phenoloxidases
(POs), a family of copper (Cu) proteins catalyse the rate-limiting step in melanin produc-
tion : oxidation or hydroxylization of phenols into quinones. Importantly, POs are synthetized
as zymogenic form called prophenoloxidases (proPO) and activated by serine protease clea-
vage (Amparyup et al., 2013; Cerenius et Soderhéll, 2004; Masuda et al., 2012). Because of
their immune functions highest PO levels are usually found in association with epithelial
barriers, respiratory and circulatory systems in arthropods and bivalves (Asano et Ashida,
2001; Franssens et al., 2008; Luna-Acosta et al., 2011a; Masuda et al., 2012; Zhou et al.,
2012).

Lysozymes cleave the 1,4-3-glycosidic linkage between N-acetylglucosamine and N-acetyl-

muramic acid of bacteria cell walls in order to lyse the cell — a process used in both immune

49



CHAPITRE 2.

defense and gastric digestion (Herreweghe et Michiels, 2012). Apart from this antimicrobial
property, lysozymes interact with immune system compounds (e.g. complement pathway,
lectins, proPO) to modulate or enhance humoral immune response (Goto et al., 2007; Her-
reweghe et Michiels, 2012; Park et al., 2007; Rao et al., 2010; Wang et Zhang, 2010). Their
chitinase activity is also used to ward off fungal infection (Herreweghe et Michiels, 2012).
Consistent with these properties they are mainly associated with the epithelial barriers, res-
piratory and circulatory systems of numerous aquatic organisms such as bivalves and fish, and
in some cases digestive tracts of bivalves because of their use of bacteria as food (Herreweghe
et Michiels, 2012; Saurabh et Sahoo, 2008).

Finally, PIs aid in the defense of various organisms by regulating or inhibiting bacterial
protease activities through interaction with their reaction sites or entrapment. Pls also play a
central role in the regulation of a wide variety of immune processes including (1) hemolymph
coagulation, (2) proPO activation and (3) synthesis of cytokines and antimicrobial peptides
(Xue et al., 2009). However, PIs also take part in other processes such as digestion, where
protease regulation is necessary and are consequently not concentrated in tissues with immune
functions.

Cephalopods are a highly derived group in the molluscan clade, with a complex nervous
system allowing elaborate body patterning and behaviour, a deeply modified body plan
organization, and highly diverse modes of life (Bassaglia et al., 2013; Hanlon et Messenger,
1988). However little is known about their immune system (Castellanos-Martinez et Gestal,
2013; Ford, 1992). Furthermore, cephalopods possess anatomical peculiarities within mollusks
such as a closed circulatory system with a central systemic heart (SH) and two branchial
heart (BH) complexes (Schipp, 1987a), as well as clearly identified hematopoietic organs
— the white bodies (WB) (Claes, 1996), suggesting immune pathway modifications. Yet,
immune involvement of POs has never been studied in cephalopods, only one study reported
lysozyme repartition in the octopod Eledone cirrhosa (Malham et al., 1998b), and PI activity
was mostly described in the plasma (Armstrong, 1992; Thegersen et al., 1992; Vanhoorelbeke
et al., 1994), and the digestive gland of several species (Ishikawa et al., 1966; Kishimura et al.,
2010, 2001; Sof’ina et al., 1988).

Based on previously described enzyme repartitions and roles, we hypothesized that (1)

higher proPO/PO- and lysozyme-activities would be found in the circulatory system and
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tissues directly exposed to the outer environment in Sepia officinalis : plasma, BH and
their appendages (BHA), SH, WB, integument, mantle and gill, and (2) that PIs would be
ubiquitous in S. officinalis compartments because of the general need to regulate proteases.

Here, we report the distribution of proPO/PO, lysozymes and PIs in 13 body compart-
ments selected for their functions in circulation, respiration, immunity, digestion or as physical
barriers in adult common cuttlefish : respiratory and circulatory compartments (gill, plasma,
SH, BH, BHA, and WB), digestive organs (posterior salivary glands (PSG), stomach (Stc),
cecum, digestive gland (DG) and its appendages (DGA)), and integument and mantle, as first
epithelial barrier and underlying muscle tissue, respectively. Higher activated PO (APO)- and
lysozyme-activities were mainly found in the integument, circulatory and respiratory organs
consistent with a role in immunity. In addition, we found high PO-activities in the DG, po-
tentially highlighting its role(s) in protection of the digestive tract against infections and/or
hemocyanin (Hcy) metabolism. Lastly, higher Pl-activities were mostly found in digestive

system organs despite their presupposed ubiquitous repartition.

2.2 Material and methods

2.2.1 Animals and tissue samples

Ten adult common cuttlefish S. officinalis (mean + standard deviation ; weight = 1.03 4+
0.38 kg ; dorsal mantle length = 21.3 4+ 3.5 cm) were obtained from traps deployed along the
Calvados coast (Basse-Normandie, France) during summer 2012. Prior to experimentation,
the animals were maintained in 4500-liter tanks in an open seawater circuit and starved for
24 h at 15°C at the Centre de Recherches en Environnement Cotier (C.R.E.C., Luc-sur-Mer,
Basse-Normandie, France).

In order to study basal enzymatic activities in cuttlefish tissue, we used animals without
visible wounds, with normal swimming behavior and predatory behavior display upon prey
presentation. We also carefully visually checked for the absence of macroscopic parasites in
animals and organs sampled. Following ethical procedures (Directive 2010/63/EU), cuttlefish
were anesthetized as described by Andrews et al. (2013) through placement for 10 min in
seawater containing 2 % ethanol. Five milliliter hemolymph was then withdrawn from anterior

mantle vein (King et al., 2005) using syringe with 18-gauge needle and kept in ice, and animals
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killed by rapid decapitation. Digestive gland, DGA, PSG, Stc, cecum, WB, SH, gill, BHs and
BHA were then harvested and placed on ice. In addition, pieces of mantle and integument
(with associated mucus) were sampled (Figure 2.1). At the end of the dissection, tissues were
rinsed in cold extraction buffers and kept at -80°C until enzyme extraction. Hemolymph
samples were centrifugated at 500 ¢ to separate plasma and hemocyte fractions, and cell-free

plasma was stored at -80°C until analysis.

Integument DGA oL

Buccal mass

X TN
w D e

%
NAETR

SH

FIGURE 2.1 — Internal anatomy of cuttlefish Sepia officinalis, with studied tissues. BH :
branchial hearts, BHA : branchial heart appendages, SH : systemic heart, DG : digestive
gland, DGA : digestive gland appendages, PSG : posterior salivary glands, Stc : stomach,
WB : white bodies (modified after Boyle et Rodhouse, 2005).

2.2.2 Chemicals

Aprotinin, Na-benzoyl-L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride (BAPNA), bovin serum al-
bumin (BSA), Bradford reagent, calcium chloride (CaCly), citric acid (C¢HgO7), dimethyl sul-
foxide (DMSO), hen egg white (HEW) lysozyme, 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA),
magnesium chloride (MgCly), freeze-dried Micrococcus lysodeikticus, Protease Inhibitor Cock-
tail, sodium chloride (NaCl), sodium phosphate dibasic dihydrate (Na,HPO4,2H50), trizma
base, trizma hydrochloride (Tris-HCl), tropolone and trypsin TPCK (N-tosyl-L-phenylalanyl
chloromethyl ketone) were obtained from Sigma-Aldrich (France). Halt Protease Inhibitor
Cocktail, EDTA-Free (100X) was obtained from Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA).
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2.2.3 Enzyme extraction

Tissue samples were weighed before to be ground in liquid nitrogen. Once a fine powder
was obtained, the sample was homogenised in a known amount (10 mL to 1 g) of cold Tris
buffer pH 8 (10 mM Tris-HCI and 150 mM NaCl) for lysozyme and PI assays (Safi, 2013)
or Tris buffer pH 7 (0.1 M Tris-HCI, 0.45 M NaCl, 26 mM MgCl, and 10 mM CaCly) for
PO assay (Luna-Acosta, 2010). The mixture was homogenized, stored at 4°C for 1 h, and
then centrifuged for 10 min at 15,000 g and 4°C. The resulting supernatant containing Tris

soluble proteins was collected for enzymatic studies.

2.2.4 Biochemical analysis
2.2.4.1 Protein assay

All activities were expressed in relation to protein concentration measured according to

the Bradford method (1976) using BSA as standard.

2.2.4.2 PO assay

In order to partly discriminate PO synthesis and activation site, we took care to avoid
unwanted activation of proPO during each step of experiment. PO-like activity was measu-
red spectrophotometrically by recording the formation of o-quinones, as described by Luna-
Acosta (2010) with slight modifications to distinguish artificially activated PO (APO) (cor-
responding to PO-like activity resulting from zymogenic PO (proPO) activation plus already
‘active’ form) and in vivo ‘active’ PO form. PO assays were conducted in triplicate in 96-well
flat bottom plates (BD, USA). L-DOPA was used as substrate, at a final concentration of
10 mM (Luna-Acosta, 2010), and prepared extemporaneously in Tris buffer pH 7 described
above (section 2.2.3). Tropolone (10 mM) and trypsin TPCK (1 g L!) were used respectively
as PO inhibitor and elicitor as described by Lacoue-Labarthe et al. (2009a) on S. officina-
lis embryo. To avoid uncontrolled proPO activation by tissue endogenous proteases, several
wide spectrum PIs were tested : aprotinin (1 g L!), Protease Inhibitor Cocktail (D/100) and
Halt Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-Free (1X). For each sample, non-enzymatic sample
autoxidation, ‘basal’, ‘inhibited’ and ‘activated’ PO-like activities were measured. For non-

enzymatic sample autoxidation, 10 pL of sample was mixed with Tris buffer pH 7. For ‘basal’
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PO-like activity, 10 uL of sample was firstly mixed during 10 min with 1.4 pL PI (100X),
followed by adapted volume of Tris buffer pH 7 and 80 ul. L-DOPA. Similarly, for inhibi-
ted or APO-like activity, 10 ul. of sample was mixed with 10 uL of tropolone (140 mM)
or trypsin TPCK (14 g L1), Tris buffer pH 7 and 80 uL L-DOPA. Each measurement was
systematically controlled by replacing sample by buffer, always in a final reaction volume
of 140 pL. Immediately after L-DOPA addition, PO-like activities were monitored at 25°C
for 5 h using Mithras LB 940 luminometer (Berthold, Thoiry, France) at 490 nm (Luna-
Acosta, 2010). When an inhibited PO-like activity was measured, this value was subtracted
from APO and PO-like activities. Tropolone, with its Cu chelator and peroxidase substrate
properties, ensured that PO-like activity alone was detected (and not peroxidase). Results
were also systematically corrected for non-enzymatic autoxidation of the substrate and were
expressed in enzyme unit (1 U) per mg of total protein. One U corresponded to an increase
of 0.001 in the absorbance per min at 25°C (Thomas-Guyon et al., 2009).

Preliminary assays showed similar effects on PO-like activity with aprotinin (1 g L),
Protease Inhibitor Cocktail (D/100) and Halt Protease Inhibitor Cocktail - EDTA-Free (1X),
with concentrations inhibiting 1 g L elicitor trypsin TPCK, which is much higher than
maximal tissue intrinsic serine protease concentrations found in these compartments (not
shown). Consequently, Halt Protease Inhibitor Cocktail - EDTA-Free was used in our study.
The use of a PI Cocktail to avoid unwanted in vitro proPO activation by tissue endogenous
proteases allowed to distinguish PO-like activities from already activated form when sampling
occurred, and those from inactive zymogenic form proPO at the same moment. Therefore, in
addition to activity levels, PO and APO-like activities informed us about proPO location and
compartments where proPO activation occurs most often, i.e. compartments most submitted

to uncontrolled elicitors (intern or extern).

2.2.4.3 Lysozyme assay

Lysozyme-like activity (EC 3.2.1.17) was quantified according to Malham et al. (1998)
with slight modifications. Fifty microliters of HEW lysozyme (85 ug mL™ in Tris buffer
pH 8 described in section 2.2.3) standard was serially diluted and placed in triplicate in
96-well flat bottom plates (BD, USA), as well as 50 pL of each sample and 50 pL of Tris
buffer pH 8, as blank. One hundred and fifty puL of the substrate, M. lysodeikticus [0.075
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g/100 mL of phosphate/citrate buffer pH 5.8 (Na;HPO4,2H50, 4.45 g/250 ml distilled H50O ;
CeHsO7, 2.1 g/100 mL distilled H,O ; NaCl, 0.09 g/100 mL buffer)|, was then added to each
well. The reductions in turbidity in the wells were read on Mithras LB 940 luminometer
(Berthold, Thoiry, France) at 25°C for 5 minutes at 10 second intervals at 450 nm using
negative kinetics. Lysozyme concentrations were calculated from the standard curve (ug
HEW lysozyme equivalent mL!). Final lysozyme-like activity was thus expressed as ug HEW

lysozyme eq. mg protein.

2.2.4.4 PI assay

As described by Malham et al. (1998) and Thompson et al. (1995), PI activity was measu-
red by transferring 20 uL of sample and 10 pL of trypsin TPCK (100 ug mL™* of 0.05 M Tris
buffer pH 8) in 96-well flat bottom plates (BD, USA), and mixed at room temperature for
5 minutes. In parallel, intrinsic trypsin activity was measured by replacing 10 L of trypsin
by Tris buffer pH 8 described in section 2.2.3. A positive control was used by replacing the
sample with Tris buffer pH 8. Two hundred microliters of BAPNA substrate solution (5.2 mg
BAPNA mL* DMSO in 10 mL of 0.01 M trizma base buffer pH 7.4) was added to each well
and incubated for 15 minutes at room temperature. Absorbance was read at 405 nm using
Mithras LB 940 luminometer (Berthold, Thoiry, France), and PI activity was expressed as
the percentage of sample trypsin inhibition (TT) compared to the positive control. As most
proteinaceous Pls specifically inhibit proteolytic enzymes of one of four mechanistic classes
(i.e., aspartic proteases, cysteine proteases, metalloproteases and serine proteases) by interac-
ting with their reactive sites, this assay allowed quantifying serine PIs (Xue et al., 2009). PI
activity = [O.D.405nm (sample + trypsin + S) — O.D.4050m (sample + S)| / O.D.4050m (trypsin
+8) x 100. Final activity was expressed as TT % ug of protein™.

2.2.5 Statistical analysis

All results are given as mean + standard error (SE) for adult organs. Residual distribution
was tested for normality (Shapiro test) and homogeneity of variances (Levene test). In some
cases, logarithmic (Logjo) or reciprocal transformations were used to meet the underlying
assumptions of normality and homogeneity of variances. For normal values, one-way analysis

of variance (ANOVA) were used followed by non parametric pairwise permutational ¢-tests
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(N <30). Significant differences between PO-like and APO-like activities were tested for each
organ with a Student’s ¢-test. Statistical significance threshold was set at p<0.05. R software

was used for statistics and graphics.

2.3 Results and discussion

2.3.1 APO- and PO-like activity distribution and potential func-

tions

Based on previously described enzyme repartitions and roles (i.e. non-self recognition,
production of toxic compounds against pathogens, wound healing and cellular-defense factor
synthesis), we hypothesized that higher proPO/PO-activity would be found in the circulatory
system and tissues directly exposed to the outer environment in S. officinalis.

The highest APO-like activity was measured in the integument (12.2 &+ 1.5 U mg prot™!),
consistent with its role as first epithelial barrier (Figure 2.2). A role of POs in cuttlefish wound
healing was suggested by tissue thickening and darkening (Harms et al., 2006) similar to the
proPO induced sclerotization and pigmentation process of the insect cuticle (Arakane et al.,
2005; Pryor, 1940). Apart from their roles in immunity, POs may be involved in cuttlefish
body patterning by chromatophore melanogenesis although melanin presence as pigment
in the cephalopod integument remains controversial (see Messenger, 2001). Future studies
will have to determine PO implication in one or both processes in S. officinalis integument
as already shown in vertebrates (Haffner et Wieser, 1981; Mackintosh, 2001; Zanna et al.,
2009). It is also noteworthy that the mantle, the main body part in direct contact with the
integument did not present any PO activity, suggesting local proPO synthesis. Similar PO
repartition was recently reported in bivalve mollusks with high and low activities in mantle
and muscle, respectively (Luna-Acosta et al., 2011b; Zhou et al., 2012).

In the plasma, POs and Hcy share a structurally and functionally equivalent active site
(Campello et al., 2008), yet POs are synthetized as inactive zymogenic form while Hey is not.
In addition, Hey constitutes more than 90 % of the total plasma protein content (D’Aniello
et al., 1986; Ghiretti, 1966; Mangold et Bidder, 1989a). Consequently, parallel assays of APO-
and PO-activities allowed to distinguish between Hcy- and non-Hcy-associated PO activities,

as PO-activity mostly resulted from Hcy oxidation (Siddiqui et al., 2006). The plasma was
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indeed the only compartment where PO- and APO-like activities were similar (2.6 + 0.3 U
mg prot™!), strongly suggesting that (1) plasma PO-activity was mostly Hcy-associated and
that (2) PO-activity from other compartments is mostly associated with PO enzymes. It
is thus interesting to note that, except for the mantle, all studied compartments presented
some APO-like activity, consistent with a wide role of POs in cuttlefish immunity (Figure
2.2). The previously suggested lectin role of Hey and the Hey-derived PO activity found in
our study, as well as in other cephalopods, are consistent with recently reviewed roles of Hcy
as an integral component of invertebrate innate immunity and suggest a function in immune
response trigger (Alpuche et al., 2010; Amparyup et al., 2013; Campello et al., 2008; Coates
et Nairn, 2014; Rogener et al., 1985; Siddiqui et al., 2006; Wang et al., 2013b).

Organs of the respiratory and circulatory systems presented similar APO-like activities
around 7 U mg prot™! (except WB) with only PO-like activity found in BH (1.0 + 0.3 U
mg prot™!). Such results are consistent with PO role(s) associated with the immune system :
non-self recognition, antibacterial compound synthesis and production of factors stimulating
cellular defense (Cerenius et al., 2008; Soderhéll et Cerenius, 1998). The low PO-like activity
measured in BH could not be ascribed to either Hcy or POs, because of the role of BH cells (i.e.
rhogocytes and adhesive hemocytes) in hemolymph epuration of xenobiotics and allogenic
substances (Beuerlein et Schipp, 1998; Beuerlein et al., 2002a), and their involvement in
Hcy catabolism suggested by Beuerlein et al. (1998). Finally, high APO-activity with lack of
‘basal’” PO-like activity in BHA was consistent with the Hcy extracellular storage suggested
by Beuerlein et al. (2000). WB APO-like activity (2.4 + 1.0 U mg prot™) suggested proPO
presence in hemocytes before their release in cuttlefish plasma.

As expected, APO- and PO-like activities measured in the digestive system were lower
than in other systems, except for the DG-DGA complex (9.8 + 1.0 and 5.5 + 1.2 U mg
prot™, respectively), which presented higher APO-like activities than Stc, cecum and PSG
(2.0 +£ 0.7, 1.8 + 0.6 and 1.5 + 0.5 U mg prot™!, respectively). DGA are known to carry out
2 main roles in S. officinalis ; absorption of small molecules from digestion (Boucaud-Camou
et Boucher-Rodoni, 1983; Boucaud-Camou, 1973), and osmoregulation via salts and water
absorption to maintaining the internal hyperosmotic status of cephalopods (Schipp et von
Boletzky, 1976; Wells et Wells, 1989). Since no known link exists between PO function and

digestion, DGA-associated proPO may reflect a role in the immune response, perhaps by
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providing protection against pathogen exposure from oral or rectal uptake of seawater, which
occurs without exposure to digestive enzymes. In the case of the DG, PO-like activities were
previously detected in mollusk DGs but no tissue-specific function was proposed (Blaschko
et Hawkins, 1952; Blaschko, 1941; Luna-Acosta et al., 2011b,a). In cephalopods, most of
reported parasite infections (i.e. coccidians of the genus Aggregata, cestodes, trematodes,
nematodes) were found in the digestive tract (reviewed in Castellanos-Martinez et Gestal,
2013; Hochberg, 1990). Because of (1) the high efficiency of melanization against parasites
(Rao et al., 2010), (2) the important secretory ability of the DG and (3) its central position
in the digestive tract, we propose that the DG may serve as proPO reservoir to fight this
type of infection. In addition, the ability of some POs (i.e. laccases) to catalyze aromatic
oxidation (Dodor et al., 2004; Luna-Acosta et al., 2011a) and the high PO-like activities
found in the DG may also be linked to the detoxification of these compounds known to be
highly accumulated in cephalopods (e.g. Ansari et al., 2012; Won et al., 2009; Yamada et al.,
1997). In contrast, high PO-like activity (5.7 & 1.7 U mg prot™) reflects a potential role in
Hecy Cu-metabolism. Because of its high Cu content (Bustamante et al., 2006a; Miramand et
Bentley, 1992; Miramand et Guary, 1980; Schipp et Hevert, 1978), many studies suggested a
DG implication in Hcy metabolism in S. officinalis (Costa et al., 2014; Decleir et al., 1978;
Lemaire et al., 1977; Martoja et Marcaillou, 1993; Schipp et Hevert, 1978), as demonstrated
in DG relatives (i.e. hepatopancreas and midgut gland) of arthropods, gastropods, and cepha-
lopods (Burmester, 2002; Manubens et al., 2010; Ruth et al., 1996). In S. officinalis, Cu-free
Hcy synthesis takes place mainly in branchial glands (Schipp et Hevert, 1978; Schipp et al.,
1973), but the organ where Cu-binding takes place has not been clearly determined (Decleir
et al., 1976; Schipp et Hevert, 1978). Based on (1) low free form Cu concentration found in
the hemolymph (D’Aniello et al., 1986), (2) the association of Cu with Hey-size proteins in
the DG (Bustamante et al., 2006a; Rocca, 1969), and (3) the Hcy exchanges taking place
across the DG basal membrane (Martoja et Marcaillou, 1993), our data (PO-like activity)
add up to this mounting evidence that the DG may function as Cu-binding site for Hey.
Our results are consistent with role(s) of POs in cuttlefish immunity with high activities
found in circulatory system organs and integument as tissue directly exposed to environment.
High activities found in DG complex organs will need further investigations to better define

PO role(s) at this location, with potential links with detoxification and Hcy metabolism.
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2.3.2 Lysozyme distribution

As with PO/proPO, we hypothesized that higher lysozyme-activities would be found in
the circulatory system and tissues directly exposed to the outer environment in S. officinalis :
plasma, BH and their appendages (BHA), SH, WB, integument, mantle and gill. All com-
partment samples indicated some lysozyme-like activities, except for the DGA (Figure 2.3).
Our results support our hypothesis and highlight the importance of lysozymes in circulatory
system organs and epithelial barriers, but also in one organ involved in digestive processes,
the PSG. As with APO activity, one of the highest levels was found in the integument with
lower activity in the mantle (2.2 £ 0.9 and 0.9 + 0.3 ug HEW lysozyme eq. mg prot™!,
respectively). This high level is likely linked to the constant integument exposure to high
numbers of opportunistic pathogens in water as described in fish skin (Hikima et al., 2001;
Saurabh et Sahoo, 2008; Ghafoori et al., 2014). Similarly, important lysozyme activity or
mRNA expression have been detected in mantle of gastropod Haliotis discus discus (Bathige
et al., 2013) and bivalve mollusks Venerupis philippinarum (Zhao et al., 2010), Crassostrea
virginica (Itoh et Takahashi, 2007) and C. gigas (Itoh et al., 2010). This localization is thus
consistent with previous descriptions in fish and bivalve mollusks and may reflect lysozyme
activity in neutralizing pathogens after injuries or bacterial infection.

In the circulatory system, lysozyme-like activity was found in SH, WB, BHA and BH (1.7
+ 0.5, 1.4 £ 0.4, 1.3 & 0.5 and 0.8 + 0.2 ug HEW lysozyme eq. mg protein™!, respectively),
but not in the plasma (<0.1). These results parallel lysozyme-like activities found in the BH
complex of the cephalopod E. cirrhosa (Malham et al., 1998b) and the role of endocytotic-
active cells made up BH complex in purifying the hemolymph from allogenic compounds
(Beuerlein et Schipp, 1998; Beuerlein et al., 2002a; Schipp et Hevert, 1981). The absence
of lysozyme-like activity found in the plasma supports our previous finding of hemolymph
lysozyme in hemocytes alone (Le Pabic et al., 2012), but contrast with those found in the
octopods E. cirrhosa and Octopus vulgaris (Grimaldi et al., 2013; Malham, 1996). The high
activity found in WB — the site of hemocyte formation, is consistent with the previously
suggested association of mature hemocytes (80 % of adult cuttlefish WB) with lysozyme-like
enzymes (Claes, 1996). Globally, the high lysozyme activities found in cuttlefish circulatory
organs suggested not only intracellular action after endocytosis but also secretion in plasma

as previously described in bivalves (Cheng et al., 1977, 1975). Apart from its bactericidal
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activity, some studies highlighted the lysozyme property as modulator of the immune response
by interacting with compounds such as the complement pathway or lectins (e.g. Park et al.,
2007; Rao et al., 2010; Wang et Zhang, 2010; Wilson et Ratcliffe, 2000. In order to investigate
more deeply lysozyme roles in cuttlefish immunity, it will be interesting to confirm such
secretion in plasma and to determine its triggering parameters (e.g. infection, stress).
Surprisingly gill activity (0.3 & 0.2 ug HEW lysozyme eq. mg prot™) was among the
lowest activity found whereas it is an organ (1) constantly exposed to water and therefore
potential pathogens and (2) with inner folded epithelia suggesting some excretory function
(Schipp et von Boletzky, 1975; Schipp et al., 1979, 1971). This low activity may result from
the healthy state of sampled cuttlefish. It could be thus interesting to follow potential increase
of lysozyme-like activity in cuttlefish gill following an exposure to bacterial contamination,
as shown in fish (Larsen et al., 2009; Mai et al., 2014) and abalone (Bathige et al., 2013).
Among digestive system organs, highest activity was found in the PSG (1.7 £+ 0.3 ug HEW
lysozyme eq. mg prot™!), which was significantly higher than in cecum, DG (0.4 4 0.1 and 0.2
+ 0.1 ug HEW lysozyme eq. mg prot™!, respectively) and DGA. Such results are consistent
with lytic lysosomal enzyme activities reported in the cephalopod E. cirrhosa anterior salivary
glands (Malham et al., 1998b), and octopod and oegopsid squid paralarvae PSG (Boucaud-
Camou et Roper, 1995). PSG-associated lysozyme-like enzymes may be involved in (1) venom
diffusion, (2) “external” digestive processes (Boucaud-Camou et Roper, 1995), (3) plasma
depuration (Stuart, 1968), and/or (4) to prevent digestive duct infection. This last possibility
is consistent with the decreasing lysozyme-like activity found between the PSG and the
cecum, which may result from PSG excretions from uncompleted digestion due to the short
time period between cuttlefish fishing and dissection, the low holding temperature (15°C),
and the few secretion ability of Stc (Boucaud-Camou, 1973). Moreover, due to their known
chitinase property in certain invertebrates, lysozymes from PSG could also contribute to shell
digestion of crustaceans —the most important cuttlefish meal (Goto et al., 2007; Herreweghe

et Michiels, 2012).

2.3.3 PI distribution

Because of the general need to regulate proteases, we hypothesized a ubiquitous distribu-

tion of Pls in S. officinalis compartments. Our results support this hypothesis as PI activity
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was found in all studied compartments, albeit significant differences were found (Fig. 2.4).
As previously described in the squid Loligo vulgaris (Tschesche et von Riicker, 1973), PI ac-
tivity was highest in digestive system organs — DG, DGA, Stc and cecum, where proteolytic
enzymes (as serine proteases) play a major role in S. officinalis (Perrin, 2004; Balti et al.,
2012, 2009; Boucaud-Camou, 1974). Consistent with its role in digestive enzyme synthesis
(proteases)(Boucaud-Camou, 1974), highest PI activity was found in the DG (2.2 + 0.2 TI
% pg prot!), as previously shown in cephalopods (Ishikawa et al., 1966; Kishimura et al.,
2010, 2001; Sof’ina et al., 1988). PI activities found in the DGA, Stc and cecum (1.8 + 0.3
1.7 £ 0.4, 1.5 + 0.4 TT % pg prot™!) might mostly result mainly from DG enzymatic excre-
tions. Indeed, among these three organs, protease synthesis was clearly highlighted in cecum
epithelial cells alone, but in much lower amounts than in the DG (Boucaud-Camou, 1974).
The absorption function of the cecum implies a prolonged contact with digestive fluids enri-
ched in DG proteases (Boucaud-Camou, 1973). Therefore, a need to control and/or protect
cecum epithelia against proteases may constitute a role for associated Pl-activity. Lastly, it
was previously argued that DGA-associated proteolytic activity is likely to result from ex-
trinsic sources because to its function (1) as excretory route for enzymes and digestive fluids
between DG, Stc and cecum (Boucaud-Camou, 1974; Boucaud-Camou et Boucher-Rodoni,
1983), but also (2) as main absorption site for small molecules from protease rich digestive
fluid (Boucaud-Camou, 1973). Finally, no digestive enzymatic activity has been found in
Stc epithelium by Boucaud-Camou (1973), but this organ involved in mechanical digestion
collects enzyme excretion from DG and probably from PSG (Boucaud-Camou et Boucher-
Rodoni, 1983). Concerning PSG, the detected activity may be involved in the regulation of
proteases present in the cephalopod saliva (Malham et al., 1998b) such as chymotrypsin,
which is concentrated in this tissue (Perrin, 2004). However cephalopod salivary glands are
also known to contain biologically active amines and toxins (Boucaud-Camou et Boucher-
Rodoni, 1983; Boyle et Rodhouse, 2005; Fry et al., 2009; Nagai, 2012; Undheim et al., 2010),
and PIs may have a synergistic effect with toxins as described for proteases in E. cirrhosa
saliva (Grisley et Boyle, 1987). This suggests the presence of different PlIs in this tissue than
in other digestive organs.

PI activities were lower in remaining compartments. Similar PI activities averaging at

0.5 TT % pg prot™! were found in all respiratory and circulatory compartments as previously
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not significantly different (p<0.05).
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reported in E. cirrhosa (Malham et al., 1998b), except in the plasma. However, a PI —
as-macroglobulin, was described as the second-most abundant protein found in the S. of-
ficinalis plasma (Armstrong, 1992; Thogersen et al., 1992; Vanhoorelbeke et al., 1994). ao-
macroglobulin acts by surrounding a wide range of protease molecules - including trypsin, to
prevent enzyme-substrate reaction, but does not prevent reaction with low molecular weight
substrates such as the BAPNA used in our study. Therefore, the low PI activity found in our
plasma assays (<0.1 TT % ug prot™) did not reflect ap-macroglobulin activity. Other studies
on tissues of terrestrial gastropod Helixz pomatia and cephalopod L. wvulgaris evidenced at
least two different groups of PIs. A heat- and acid-stable group (I) and a group sensitive to
denaturation (IT) differently located in both mollusks. Whereas H. pomatia presented group
I PIs only in its external organs, almost all sampled tissues (organ of the digestive tract,
gills, epithelial barriers) of the squid presented PIs of this group, except sexual organs which
contained group II PIs in both mollusks (Tschesche et Dietl, 1972; Tschesche et von Riicker,
1973). Each group was able to inhibit a wide range of serine proteases involved in diges-
tive and immune processes (trypsin, chymotrypsin, plasmin, kallikrein) with different yields.
These observations suggested that Pls assessed in our study belong to the same PI group (I),
to the exception of the plasma. Thus, while our results highlight the presence of PI activity
in cuttlefish respiratory and circulatory compartments, they also demonstrate the need for
more detailed approaches to dissect out which specific PIs are associated with individual

organs.
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Troisiéme partie

Etude des effets d’expositions prolongées
au zinc sur la physiologie du stade
juvénile de la seiche commune Sepia

officinalis au cours de sa vie cotiére
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Préambule

Cette partie présente les principaux résultats obtenus suite aux expositions de juvéniles
de seiche a différentes concentrations en Zn dissous. En dehors du temps d’exposition utilisé
pour 'estimation d’un seuil de mortalité (i.e. deux semaines), les expositions & des concen-
trations en Zn non létales des autres études ont été réalisées sur des durées du méme ordre
que celles passées prés des cotes en milieu naturel par les juvéniles de seiche en Manche (i.e.

un a deux mois).

La sensibilité du juvénile de S. officinalis au Zn étant peu documentée, le chapitre 3
rapporte les résultats issus d’expositions au Zn dont les objectifs étaient de 1) déterminer a
partir de quelle concentration le Zn devenait létal pour ce stade de vie, et 2) étudier les poten-
tiels effets délétéres sur différents marqueurs (i.e. digestifs, immunitaires, comportemental,
croissance). Dans un premier temps, des juvéniles de seiches ont donc été exposés, pendant
deux semaines, & une large gamme de concentrations permettant d’estimer un seuil de mor-
talité. Des dosages d’enzymes impliquées dans les systémes digestif (i.e. phosphatases acides,
cathepsines, trypsine) et immunitaire (i.e. phénoloxydases) ont également été réalisés afin
d’étudier les perturbations induites par le Zn, a des concentrations létales et non létales, sur
des temps d’exposition allant de une a cinq semaines. De plus, le comportement de prédation

et la croissance, en tant que marqueurs intégrés, ont été suivis a des concentrations non létales.

Le chapitre quatre détaille les travaux réalisés afin de 1) décrire 'accumulation du Zn
dans le juvénile et ses effets sur 'homéostasie d’autres éléments traces, ainsi que sur des
protéines impliquées dans ce processus (i.e. les MTs), et 2) évaluer 'impact d’une telle expo-
sition sur la régulation du stress oxydatif. Ce chapitre présente donc les effets d’un & deux
mois d’expositions & deux concentrations en Zn non létales, I'une proche des concentrations
retrouvées en Manche (50 ug L1), et autre, proche du seuil induisant la mortalité (200 ug
L1, sur Paccumulation et le fractionnement subcellulaire du Zn et de douze autres éléments
traces (i.e. Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se, V). En paralléle, des marqueurs
de la gestion du stress oxydatif (i.e. GST, SOD, catalase, LPO) ont été étudiés au niveau
des branchies (premier organe exposé au Zn et potentielle voie d’entrée), ainsi qu’au niveau

de la glande digestive (principal organe d’accumulation et de détoxication de cet élément)
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des juvéniles. Ce chapitre débute par la description de I’évolution de tous ces paramétres au

cours des deux mois post-éclosion dans des juvéniles non exposés au Zn.

Le chapitre cinq relate les travaux visant a étudier la faisabilité d’une contamination
prolongée au Zn par la voie trophique en conditions controlées. Il décrit, dans un premier
temps, la démarche effectuée pour choisir I’espéce la plus adaptée en tant que proie & cette
expérimentation : le mysidae Neomysis integer; dans un second temps, le développement
nécessaire a I'élevage de cette espéce ; enfin des essais d’accumulation du Zn dans cet animal,

et les perspectives apportées pour de futurs travaux.
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Abstract

Physiological perturbations induced by contaminants have been rarely investigated in ce-
phalopod early life stages (i.e. eggs and juveniles). Yet, their development often occurs in
coastal areas, where anthropogenic contamination is important. In this study, we focused on
zinc as it is one of the trace metals most concentrated in coastal areas, worldwide. As zinc-
tolerance limits were unknown in Sepia officinalis, the aim of this study was 1) to estimate
the treshold inducing mortality during the 2-first weeks post-hatching, and 2) to determine
juvenile cuttlefish sensitivity using digestive and immune enzymatic assays, as well as growth
and behavior follow-up during the first 5 weeks post-hatching. Non-lethal zinc-concentrations
induced various effects on digestion, immunity, behavior and growth after different exposure
times. According to our results, the juvenile cuttlefish appears to be an interesting model for
ecotoxicology on account of its sensitivity and the possibility for use of a wide diversity of

biomarkers.

Keywords : Sepia officinalis ; Zinc ; Juvenile stage ; Subchronic exposure ; Physiological

perturbations ; Cephalopod mollusk
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3.1 Introduction

Cephalopods are known for their sensitivity (reviewed in Pierce et al., 2008) and high
capacity to accumulate contaminants such as metals (e.g. Bustamante et al., 2002a,b, 2000,
1998b,a; Miramand et Bentley, 1992; Napoleao et al., 2005; Raimundo et al., 2010b,a; Rossi
et al., 1993; Seixas et Pierce, 2005; Seixas et al., 2005a,b; Semedo et al., 2012). In addition,
cephalopod early life stages (i.e. eggs and juveniles) often occur in coastal areas, where an-
thropogenic contaminants are highly concentrated due to urban, agricultural and industrial
effluents (Colas, 2011; Pierce et al., 2010). To date, few studies have investigated the phy-
siological perturbations caused by long-term contaminant exposure on cephalopod first life
stages (Di Poi et al., 2014, 2013; Lacoue-Labarthe et al., 2010b, 2009d; Sen et Sunlu, 2007),
despite their growing worldwide economic importance in fisheries as well as aquaculture (e.g.
Berger, 2010; Payne et al., 2006; Jereb et al., 2005; Sykes et al., 2006b; Uriarte et al., 2011).

In the expanding field of marine ecotoxicology, the effects of long-term exposure to conta-
minants is rarely investigated in controlled conditions, and mollusks used in this type of study
are mainly bivalves (e.g. for 2-week exposures and longer : Anandraj et al., 2002; Bebianno et
Langston, 1991; Blackmore et Wang, 2002; Calabrese et al., 1984; Chan, 1988; Devos et al.,
2012; Geret et al., 2002; Liu et Wang, 2013; Mao et al., 2011; Miramand et al., 1980; Mottin
et al., 2012; Serafim et Bebianno, 2010, 2007; Shi et Wang, 2005, 2004a; Smolarz et Berger,
2009).

In this study, the common cuttlefish Sepia officinalis was selected to estimate the sensiti-
vity of cephalopod early life stages towards anthropogenic contamination. The S. officinalis
English Channel stock is an important fisheries resource and its life cycle is characterized
by inshore migration during summer months to mate and spawn (reviewed in Bloor et al.,
2013). Eggs and juveniles are, therefore, potentially impacted by anthropogenic contaminants
during this « critical » period. Recent studies highlighted metal uptake by embryos mainly
at the end of development because of eggshell shielding properties (Lacoue-Labarthe et al.,
2010a, 2009¢, 2008b). Despite this protection, the same authors also showed loss of weight
in hatchlings and perturbations of immune and digestive enzyme activities in embryos af-
ter dissolved cadmium (Cd), copper (Cu) or silver (Ag) exposures (Lacoue-Labarthe et al.,
2010b, 2009d). Accumulation and depuration kinetic experiments on S. officinalis juveniles

higlighted efficient accumulation in soft tissues of dissolved Ag, Cd, and zinc (Zn) followed
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by relatively long-term retention (Bustamante et al., 2004, 2002b). However, the effect(s)
of long-term xenobiotic exposure on the physiology of cuttlefish juveniles is unknown, even
though they profit from coastal prey abundance by staying inshore for 1 to 2 months. This
early exposure could be potentially devasting as important physiological processes occur du-
ring the first weeks of life : maturation of (1) the hemocyanin (respiratory pigment) system,
(2) the central nervous system and (3) the digestive gland — the major organ involved in de-
toxification and bioaccumulation of metals in cephalopods (Bustamante et al., 2008, 2006a,
2004, 2002b; Chichery, 1976; Decleir et al., 1971; Dickel et al., 1997; Hanlon et Messenger,
1988; Koyama et al., 2000; Lacoue-Labarthe et al., 2009b; Miramand et Bentley, 1992; Mira-
mand et Guary, 1980; Raimundo et al., 2004; Strobel et al., 2012; Yim et Boucaud-Camou,
1980).

In this study, we focused on the trace metal Zn. Zn is an essential nutrient for living
organisms, being a component of more than 300 enzymes and other proteins (McCall et al.,
2000). Studies have highlighted its toxicity in marine organisms starting at approximately 100
pg Lt (e.g. Amado Filho et al., 1997; Brereton et al., 1973; Nadella et al., 2013; Tellis et al.,
2014; Watling, 1982). In the English Channel, Zn is one of the most concentrated dissolved
metals, regularly measured at 10 ug L' (Lachambre et Fisson, 2007c; Sheahan et al., 2007),
and worldwide, some studies reported concentrations reaching several mg L™ in coastal areas
(Amado Filho et al., 1997; Liu et Wang, 2013; Srinivasa Reddy et al., 2005). Moreover, the
majority of dissolved Zn in seawater is in a bioavailable physico-chemical form (i.e. Zn(OH))
(Rainbow, 1995). Zn is also one of the most concentrated metals in the cuttlefish digestive
gland (Bustamante et al., 2006a; Miramand et Bentley, 1992; Miramand et al., 2006).

As Zn-tolerance limits were unknown in juvenile S. officinalis, we first conducted 2-week
exposures to a wide range of concentrations to determine Zn-sensitivity, followed by 5-week
exposures to non-lethal concentrations to study the impact of chronic Zn-exposure on this life
stage. In respect of digestive gland maturation, we assessed Zn-exposure effects on digestive
enzymes. This process has been described in cephalopods as the progressive development of
extracellular digestion ensured by alkaline enzymes initiated by the first juvenile meal until
around 3 week post-hatching. Concomitantly with this development of extracellular diges-
tion, nutrition is also ensured by acid intracellular enzymes located in lysosomes during the

first week post-hatching. Moreover, these enzymes are involved in the yolk consumption oc-
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curring from the beginning of embryogenesis (i.e. in the egg) to the first week post-hatching.
Consequently, intracellular acidic digestion is crucial at this period. Among enzymes involved
in this process, acid phosphatases (EC 3.1.3.2, ACP) are known to be involved in yolk diges-
tion in cuttlefish and are also reliable biomarkers of metal pollution (Blasco et al., 1993; Jing
et al., 2006; Mazorra et al., 2002; Rajalakshmi et Mohandas, 2008; Lacoue-Labarthe et al.,
2010a). As key players in cephalopod digestion, 2 protease types were also studied : intracellu-
lar cathepsins (mainly aspartic and cysteine endopeptidases according to Balti et al. (2010);
Gildberg (1987); Hameed et Haard (1985) and Morishita (1972)), and extracellular tryp-
sin (EC 3.4.21.4). As Zn has known immuno-depressive properties, we studied Zn-exposure
impacts on phenoloxidases (including tyrosinase EC 1.14.18.1, catecholase EC 1.10.3.1, and
laccase 1.10.3.2, POs) (Luna-Acosta et al., 2010; Shankar et Prasad, 1998).

In the present study, differently Zn-exposed S. officinalis hatchlings were used for analysis
of biochemical parameters (ACP, cathepsines, trypsin, POs). Concurrently, mortality, growth
(weight and mantle length (ML)) and predatory behavior were monitored. The research
aims to (1) determine survival rate of juvenile cuttlefish during 2-week Zn-exposure post-
hatching, (2) assess the effects of sublethal Zn exposures on the physiological metabolism
(using biochemical indices, behavior, and growth) in developmental juvenile S. officinalis, and
(3) evaluate biomarker sensitivity towards Zn in whole juvenile cuttlefish. This research is the
first attempt to understand contaminant chronic exposure effects on the juvenile physiology

of a cephalopod.

3.2 Materials and methods

3.2.1 Animals

Cuttlefish eggs were collected from traps set along the Calvados coast (Basse-Normandie,
France) during summer 2011 and 2012. All rearing procedures were held at the Centre de
Recherches en Environnement Cotier (Luc-sur-Mer, France). At the laboratory, eggs were
separated for optimal oxygenation, acclimatized at 17 4+ 1°C, and maintained in open-circuit
tanks until hatching. Between 1 and 2 day post-hatching, juveniles were randomly selected
and acclimatized in experimental structures and fed 24 h later according to hatchling yolk

consumption period (Yim et Boucaud-Camou, 1980). During all experiments, cuttlefish were
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fed once a day with live brown shrimp Crangon crangon of adapted size. Special attention

was taken daily to feed all animals with shrimp of the same size range.

3.2.2 Experimental design
3.2.2.1 Experimental system and seawater quality follow-up

To allow individual follow-up, constant exposure, as well as long-term water quality (par-
ticularly considering nitrogen compounds), we set up experimental units presented in figure
3.1. In a 40-L tank (corresponding to one experimental unit), seawater mixing and oxygena-
tion were provided by 2 water pumps (NJ400, Aquarium systems, France) and 2 air stones. A
constant water renewal was provided in each experimental unit by peristaltic pump (521F /D2,
Watson-Marlow Pumps Group, France), supplied with frequency converter and pumpheads
(312X2, Watson-Marlow Pumps Group, France), at a rate of 30 mL min™ from 60-L reser-
voirs. Water used during all experiments was decanted charcoal-filtered natural seawater to
minimize particles and other dissolved metals presence. Depending on renewal rate, reservoirs
were refilled each day with seawater (either Zn-contaminated or control). In order to avoid
animal interactions and to allow individual follow-up, a compartmentalized sieve was used.
Each compartment had an area of 104 cm?, which is enough space for juvenile development
according to Forsythe et al. (1994). During all experiments, water parameter monitoring was
checked daily. Global parameter variations for all experimental structures were : tempera-
ture = 17.5 £ 0.5°C; salinity = 32.5 £ 1; ammonia < 0.5 mg L, nitrite < 0.5 mg L,
and nitrate-nitrogen < 80 mg L (according to Oestmann et al., 1997); pH = 8.0 & 0.1;
and dissolved oxygen > 9 mg L'!. Experiments were realized under a natural photoperiod.
To keep high water quality, faeces were siphoned every 3 days, making sure not to disturb

juveniles.
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FIGURE 3.1 — Side view of the experimental system and top view of a compartimentalized
sieve allowing individual follow-up of juvenile cuttlefish. Black arrows indicate the circulating
direction of water renewal and grey arrow indicates water pump mixing direction inverted
on the other side tank.

3.2.2.2 Zn-exposures and measurements

The experiments were repeated twice, during summer 2011 (N = 1) and 2012 (N = 1).
Each time, juvenile cuttlefish were exposed to 50, 100, 200 ug L' Zn (Z1, Z2 and Z3) and
250, 500, 750, 1500 ug Lt Zn concentrations (Z4, 75, Z6 and Z7) for 5- and 2-week exposures,
respectively, alongside a control. The exposure media were spiked daily just after reservoir
water renewal, using 20.84 g L' ZnCl, (i.e. 10.0 g L' Zn) stock solution (ZnCly reagent
grade, > 98 %), prepared in 0.22 pum-filtered artificial seawater (25.5 g NaCl, 6.4 g MgSQOy,
5.2 ¢ HEPES, 1.5 g CaCly,2H,0, 0.75 g KCI in 1 liter Milli-Q water, pH 7.4). According
to preliminary trials (data not shown), each reservoir was spiked weekly with the nominal
concentration plus 10 % in order to keep constant concentrations and compensate for animal
absorption and experimental unit adsorption.

For all 8 batches (control + 7 conditions), 20 mL of control and contaminated seawaters
were sampled daily, immediately acidifed with 1 % nitric acid (HNOj3 69.5 %, Normapur
grade), and conserved at 4°C until analyses. Zn concentration in the seawater was measured
by air-acetylene flame atomic absorption spectrometry (F-AAS; AA240F — Varian) at a

wavelength of 213.9 nm and with a slit of 1 nm. The apparatus was equipped with deuterium
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lamp (coded hollow-cathode lamp from Photron Lamps) to correct for nonspecific absorption.
All calibration solutions were diluted from a stock standard (Zn calibration solution 1.000
+ 0.005 g L' Analytika Ltd., Prague, Czech Republic) in saline medium (30 g L' NaCl,
Normapur, 99 %). Triplicate analyses were performed for each sample and the mean values
were used for evaluation. The limit of detection, defined as the background plus three times
the standard deviation of the blank (3¢), for the determination of the Zn concentration in

seawater was 6.2 ug L.

3.2.2.3 Sampling procedure

Before exposure began, weight and ML of 20 hatchlings were measured. During exposures,
dead animals were counted and removed each day. All individuals were sampled after 24-h
fasting. Samplings were performed after 1- and 2-week exposures in all tested concentrations.
For longer exposures (i.e. Z1, Z2 and Z3), sampling was performed in the same conditions
after 3 and 5 weeks. Each time, control individuals were concomitantly sampled. Each year,
between 3 and 6 animals were randomly removed from each exposure condition at each
sampling time. They were then anesthetized in a solution of 2 % ethanol (Carlo erba, Milan,
Italy) with 17.5 mg L' MgCl, in seawater for 5 min, to be measured (weight and ML), and
immediately frozen in liquid nitrogen to be stored at -80°C for enzymatic assays (Di Poi
et al., 2014). Biochemical analyses were carried out on all animals for the 2-week exposure
(Z4, 75, 76, and Z7), and on animals exposed to Z2 during 5 weeks (Z1 and Z3 batches were

kept for other analyses).

3.2.3 Predatory behavior study

The cuttlefish is an active predator and normally captures mobile living prey such as
shrimp by ejection of the two prehensile tentacles for a strike (Messenger, 1968). In order
to study potential juvenile predatory behavior perturbation during our experiment, a simple
test was developed. Between day 8 and 16 of exposure, we observed during food supply the
number of tentacle strikes necessary to capture one live C. crangon shrimp of size (14 + 2
mm) adapted to cuttlefish on the same cuttlefish batches in different Zn-exposure conditions.
One tentacle strike was considered as a success and more than one as a failure. Based on

previous observations, this study was performed for control and Z3-exposure using 10 animals
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per condition. Animals presenting no reactivity towards shrimp during 10 min following its

introduction were not counted in the study.

3.2.4 Enzymatic assays

Sampled juveniles were individually weighed before being ground in liquid nitrogen. Pow-
der obtained was then homogenized in cold Tris buffer pH 8 (10 mM Tris-HCI and 150 mM
NaCl) for ACP, cathepsin and trypsin assays (Safi, 2013) or Tris buffer pH 7 (0.1 M Tris-HCI,
0.45 M NaCl, 26 mM MgCly; and 10 mM CaCls,) for PO assay (Luna-Acosta, 2010) with a
ratio of 10 mL to 1 g of juvenile material. The mixture was then stored at 4°C for 1 h,
before centrifugation for 10 min at 15,000 x ¢ and 4°C. The resulting supernatant contai-
ning Tris-soluble proteins was collected for enzymatic assays as well as protein concentration
measurement.

All activities were expressed in relation to protein concentration measured according to
the Bradford method (1976) using bovine serum albumin (BSA) as standard, and adapted
for microplate reading. Results were then expressed as percentage of control to minimize

variability due to differences in activity between studied years.

3.2.4.1 Digestive enzymes (ACP, cathepsines and trypsin)

ACP activities were determined following Moyano et al. (1996) using 2 % p-nitrophenyl-
phosphate as substrate in a 1 M Tris buffer pH 3. Ten uL. of supernatant sample were added
to 10 pL of substrate in 96-well flat bottom plates (BD, USA). For blank, supernatant was
replaced by extraction Tris buffer pH 8. After 30 min of incubation at 25°C, 100 uL of NaOH
1 M were added to stop the reaction. The absorbance was measured at 405 nm using Mithras
LB 940 luminometer (Berthold, Thoiry, France), and each sample was tested in triplicate.

Cathepsin activities were measured following Bonete et al. (1984) method, using haemo-
globin 2 % (w:v) solution as substrate. The first step consisted of mixing 100 pL sample
supernatant with 50 pL of acetate 0.4 M buffer pH 4, and 50 ul. of substrate. In parallel,
intrinsic proteolytic end products were measured by replacing 50 pL. of substrate with Milli-Q
water. Blanks had sample replaced by extraction Tris buffer pH 8, with and without sub-
strate. Samples and blanks were then incubated at 37°C for 1h, before adding 1 mL of cold

3 % (w:v) trichloroacetic acid solution to stop the reaction. After 10 min in ice, the reaction
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mixtures were centrifuged for 10 min at 800 x ¢g and 4°C. Finally, the reaction products were
assessed by the Bradford (1976) method with BSA as standard and using Mithras LB 940
luminometer (Berthold, Thoiry, France).

Trypsin activity was measured according to Tsunematsu et al. (1985) using 1 mM Na-
benzoyl-Arg-p-nitroanilide as substrate in a 0.1 M Tris buffer at pH 9. Briefly, 20 uL of
supernatant (or extraction Tris buffer pH 8 for blank) were mixed to 100 pL of substrate,
before incubation for 1 h at 25°C. The final absorbance was recorded at 410 nm using Mithras

LB 940 luminometer (Berthold, Thoiry, France).

3.2.4.2 Immune enzyme (total POs)

According to previous studies on PO repartition in cuttlefish tissues (Le Pabic, 2014),
total POs (i.e. in vivo active + artificially activated) were assayed because it is more rele-
vant considering immunity at the whole-individual level. Total PO activities were measured
by recording the formation of o-quinones as described by Luna-Acosta (2010) with slight
modifications to activate artificially proPO fraction and thus measure in vivo active plus
inactive PO forms (Le Pabic, 2014). L-DOPA was used as substrate, at a final concentra-
tion of 10 mM, and prepared extemporaneously in Tris buffer pH 7 described above (section
3.2.4). Tropolone (10 mM) and trypsin TPCK (1 g L) were used respectively as PO inhi-
bitor and elicitor as described by Lacoue-Labarthe et al. (2009d) on S. officinalis embryo.
For each sample, non-enzymatic sample autoxidation, inhibited, and total PO-like activities
were measured. For non-enzymatic sample autoxidation, 10 ul. of sample was mixed with
Tris buffer pH 7. For inhibited or total PO-like activity, 10 uL. of sample was mixed with
10 pL of tropolone (140 mM) or trypsin TPCK (14 g L), followed by adapted volume of
Tris buffer pH 7 and 80 puL L-DOPA. Each measurement was systematically controlled by
replacing sample by buffer, always in a final reaction volume of 140 pL. Immediately after
L-DOPA addition, PO-like activities were monitored at 25°C for 5 h using Mithras LB 940
luminometer (Berthold, Thoiry, France) at 490 nm (Luna-Acosta, 2010). When an inhibited
PO-like activity was measured, this value was subtracted from total PO-like activity. Tro-
polone, with its copper chelator and peroxidase substrate properties, ensured that PO-like
activity alone was detected (and not peroxidase). Results were also systematically corrected

for non-enzymatic autoxidation of the substrate (Le Pabic, 2014).
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3.2.5 Chemicals

All chemicals with no specified supplier were obtained from Sigma-Aldrich (France).

3.2.6 Statistical analysis

Concerning Zn measurements in seawater, mean Zn concentrations were compared using
Student’s t-test to determine if they were different between time exposure (i.e. 2 and 5 weeks)
as well as between years of experimentation. A likelihood ratio test was first performed to
estimate influence of Zn concentration on mortality rate, before to do a pairwise comparisons
for mortality analysis to distinguish between concentrations those significantly impacted.
Mortality rates were calculated for each concentration from a 40 individual pool (20 per year).
Behavior statistic analyses were performed using a generalized linear mixed model fitted
on a binomial distribution to compare failure attack proportions between Z3-exposed and
control individuals, including day of test as random factor. A Wald chisquare were calculated
using a type-III analysis of variance to determine Zn-exposure significance. At each time-
point, after check of normality (Shapiro test) and variance homogeneity (Levene test), raw
enzyme activity and growth data were analyzed with a Wald test using a linear mixed model
(with treatment as factor and year as random factor) to determine Zn-exposure significance.
Afterwards, multiple comparisons were realized using contrast analysis to determine each Zn

concentration effects. R software was used for statistics and graphics.

3.3 Results

3.3.1 Zn measurements in seawater

In order to facilitate comparisons with literature data, the Zn concentrations measured
in seawater in all 8 experimental batches are expressed in ug L' and uM (Table 3.1). For
long-term exposures (i.e. Z1, Z2 and Z3), no significant differences were detected between
mean 7Zn concentration of 2-week and 5-week exposures as well as between the two years
of experimentation (p-values > 0.05). Consequently, Zn concentrations indicated in results
correspond to 5-week exposure means (which include 2-week exposure concentrations) of both

years. These concentrations have been used to analyze and present our results.
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TABLE 3.1 — Zinc concentrations (mean + standard deviation in ug L and yM) in seawater during the experiments.

7Zn concentration Control 71 72 73 74 75 76 77

pg L1 < 6.2 53 £ 2 108 £ 5 185 £ 11 230 £ 19 442 £ 17 703 £ 21 1479 £ 21

uM

<01 0.81+0.03 1.65=£008 283+0.17 3.51£029 6.76 £0.26 10.75 £0.32 22.62 £ 0.32
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3.3.2 DMortality

Statistical analysis of survival probability function of Zn exposure during the 2 first weeks
post-hatching separated non-lethal concentrations (i.e. control, Z1, Z2 and Z3) to those re-
ducing survival probability (i.e. Z4 to Z7; p-value < 0.001; Fig. 3.2). As in control, Zn
concentrations of Z1, Z2 and Z3 did not show a decrease in survival over the entire expo-
sure time (2 or 5 weeks). In Z4, survival probability began to decrease after 7 days exposure
reaching 81 % after 14 days, whereas decrease was observed from day 4 in Z5, reaching 0 %
survival probability after 12 days. The highest Zn concentrations, Z7 and Z6, caused rapid
mortality of all animals studied between 2 - 3 days, and 3 - 4 days, respectively. In Z7, ani-
mals never fed, while Z6-exposed animals showed difficulty feeding during the first 2 days of
exposure before stopping. Z3, Z4 and Z5 concentrations also induced prey capture difficulties

(quantified in table 3.2 for Z3).
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FIGURE 3.2 — Survival probability function of Zn exposure-time at all concentration tested.
Only concentrations which induced survival probability decrease are presented here. Z1 to
Z3 survival probabilities were similar to control (n = 40 per condition).
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3.3.3 Predation behavior

The predatory efficiency in control and Z3-exposed cuttlefish between day 8 and 16 of
exposure are shown in table 3.2. Z3-exposed individuals presented a significantly higher num-
ber of failures (13.5 %, n = 111), i.e. more than one tentacle strike necessary to catch their
prey, compared to the control (1.8 %, n = 109). Notably, this disruption was not modified by
exposure time, appeared randomly between juveniles studied during the experiment period,
and disappeared a few days after animal introduction to uncontaminated seawater (data not

shown).

TABLE 3.2 — Predation behavior efficiency in control and Z3-exposed conditions. N correspond
to the number of feeding behavior observations made on 10 juvenile cuttlefish batches.

Condition N success failure failure proportion (%) p-value

Control 13 107 2 1.8 -
73 exposed 13 96 15 13.5%* 0.0062

3.3.4 Enzymatic responses to Zn exposure in juvenile

Changes in ACP activity in S. officinalis juveniles during Zn-exposure are shown in table
3.3. ACP activitiy significantly increased after 1-week Zn exposure at Z2 concentrations and
higher. However, ACP activity became comparable to control levels after 2-week exposure to
71, 72, 73 or 74 concentration or after 3- and 5-week exposure to Z2 concentration.

Cathepsin activities for different Zn concentrations showed no significant effects in cut-
tlefish juveniles after 1 week (p-value > 0.05; Table 3.4). Significant decreases (> 25 %)
in cathepsin activity were observed after 2-week exposures to Z3 and Z4 concentrations (p-
values < 0.01), whereas significant decreases of 39 and 55 % were observed after 3- and 5-week
exposure to Z2 concentration (p-values < 0.05).

No significant effects on trypsin activity was observed in cuttlefish juveniles after 1 week
regardless of Zn concentration (p-value > 0.05; Table 3.5). After 2-week exposure to Z4,
trypsin activity significantly decreased by approximately 25 % compared to the control (p-
values < 0.05). Afterwards, no difference was observed following either 3- or 5-week exposure
to Z2 concentration (p-value > 0.05).

Total PO-like activity at different concentrations showed significant decreases of ca 40 %
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TABLE 3.5 — Trypsin activity (% of control) measured during Zn-exposures (expressed as mean £+ SD (n)). * indicates significant
trypsin activity differences between control and respective Zn concentrations for p<0.05.

Trypsin activity (control %)

Zn concentration 1 week p-value 2 weeks p-value 3 weeks p-value 5 weeks p-value
Control 100.0 £+ 18.3 (10) - 100.0 £+ 8.2 (12) - 100.0 4+ 35.4 (6) - 100.0 4+ 36.8 (6) -
Z1 123.6 £ 36.7 (6) 0.2329 102.3 £ 10.6 (10) 0.05774 - - - -
72 104.7 £ 16.0 (6) 0.6519  80.8 + 14.8 (6) 0.1458 102.4 £+ 35.7 (6) 0.9089 1159 + 44.2 (6) 0.5142
73 115.0 £ 10.0 (6) 0.0616  95.0 + 11.7 (10)  0.4462 - - - -
74 105.9 +£ 2.4 (6)  0.3437 742 + 14.3* (6)  0.0146 - - - -
75 100.6 + 26.1 (6) 0.9637 - - - - - -

TABLE 3.6 — Total PO-like activity (% of control) measured during Zn-exposures (expressed as mean + SD (n)). * and ** indicate
significant PO-like activity differences between control and respective Zn concentrations for p<0.05 and p<0.01, respectively.

Total PO-like activity (control %)

Zn concentration 1 week p-value 2 weeks p-value 3 weeks p-value 5 weeks p-value
Control 100.0 £+ 28.0 (10) - 100.0 + 17.6 (10) - 100.0 + 12.5 (6) - 100.0 £+ 3.9 (6) -
Z1 99.6 + 11.1 (6)  0.9748 69.9 + 11.5** (6) 0.0023 - - - -
72 80.6 £ 19.4 (6) 0.1698 68.9 + 10.8* (5) 0.0159 106.8 + 12.1 (6) 0.3836 114.2 + 26.3 (6) 0.2474
73 102.6 £ 13.9 (6) 0.8252 65.9 + 16.0** (6) 0.0010 - - - -

( (
74 62.0 + 19.0* (6)  0.0144 63.6 + 19.1%* (6)  0.0028 - - - -
75 57.4 4+ 24.4% (6)  0.0168 - ; ; _ ] _
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after 1-week exposure to Z4 concentration and above, or 2-week exposure to all concentrations
(p-values < 0.05; Table 3.6). In contrast no difference was observed after 3- and 5-week

exposures to Z2 concentration (p-value > 0.05).

3.3.5 Zn exposure impacts on juvenile cuttlefish growth

No changes in weight or ML were observed following 2-week exposures to a wide range of
Zn-concentrations (data not shown). Five-week growth (weight and ML) of juveniles exposed
to control, Z1, Z2 and Z3 are presented in figure 3.3. Similarly, weight and ML at different
concentrations during the same exposure time showed no significant differences with the
control after 1-, 2- and 3-week exposures (p-values > 0.05). After 5-weeks exposure, indivi-
duals exposed to Z2 and Z3 presented significant decrease in weight (p-values < 0.05) and
ML (p-values < 0.05 and < 0.001, respectively). These decreases appeared similar between

both concentrations, with a decrease of ca 16-17 % of weight and 9 % of ML.
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FIGURE 3.3 — Growth in weight (A) and mantle length (B) during 5-week post-hatching
in control, Z1, Z2 and Z3 conditions. Results are represented as mean + SD (n = 16 per
condition for each exposure time). The exponential curves were adjusted to the average
weights and mantle lengths of control.
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3.4 Discussion

This study aimed to determine juvenile cuttlefish Zn-lethality during the initial 2-weeks
post-hatching. Behavior, biochemical analysis, and growth were also studied to assess Zn-

exposure effects on S. officinalis juvenile physiology after 1-, 2-, 3- and 5-week exposures.

3.4.1 DMortality

First, our study highlights the high sensitivity of juvenile cuttlefish towards Zn in terms
of lethal dose. Even though our data do not allow us to calculate accurate 50 % lethal
concentration (i.e. concentration that induced 50 % mortality of studied population, LCs),
they indicate a 96-h LCso lower than 703 pg L' (Z6), which is lower than most literature
values. Indeed, most 96-h LC5q’s for fish lay between 1 and 10 mg L (e.g. Bengtsson, 1974;
Cairns et al., 1982; Ciji et Bijoy Nandan, 2014; Holcombe et al., 1979; Malik et al., 1998; Sinley
et al., 1974; Spear, 1981). Similarly, in marine bivalve mollusks Mytilus edulis, Crassostrea
gigas, Perna viridis and Perna perna 96-h LCsy values are also above 1 mg L (Ahsanullah,
1976; Amiard-Triquet et al., 1986; Chan, 1988; D’Silva et Kureishy, 1978; Franco et al., 2006).

Our 2-week exposure data give an LCsy between 230 (Z4) and 442 pg L (Z5). This result
further supports the high sensitivity of juvenile cuttlefish in comparison to the fresh water
crustacean Daphnia magna (3-week LCso = 840 pg L' ; Enserink et al., 1991), and to adult
and juvenile stages of C. gigas which 7-week exposure at concentrations above 500 ug Lt
did not induce mortality (Devos et al., 2012; Mottin et al., 2012).

Although, in terms of contaminant sensitivity, molluskan and sea urchin embryo-larval
development assay (frequently used to assess seawater quality) remain the reference with
concentrations inducing 50 % development abnormality after 48h exposure laying around 150
pg Lt (e.g. Brereton et al., 1973; Calabrese et Nelson, 1974; Calabrese et al., 1973; Castagna
et al., 1981; Fathallah et al., 2010; Martin et al., 1981; Nadella et al., 2013; Phillips et al.,
1998; Tellis et al., 2014; Watling, 1982), the Zn-sensitivity of juvenile cuttlefish reported here
suggests that they could be an interesting model to study metal management in the early
life stages of marine organisms.

Our data suggest the existence of a Zn lethality threshold in juvenile cuttlefish. Indeed,
whereas 19 % of animals exposed to 230 ug L' (Z4) died within 2 weeks (Fig. 3.2), no
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mortality was recorded after 5-week exposure to 185 ug Lt (Z3). This result may be indicative
of changes in Zn management physiology during this stage of cuttlefish development. The
cuttlefish digestive gland becomes mature around 3 weeks after first feeding resulting in
a well-developed lysosomal system likely implicated in Zn-management (Boucaud-Camou
et al., 1985; Bustamante et al., 2006a; Yim et Boucaud-Camou, 1980). Further studies of this
developmental stage are needed to precisely determine if juvenile Zn-sensitivity is dependent

upon digestive gland maturation.

3.4.2 Predatory behavior impairment

Our results highlight predatory behavior disruption (i.e. increase in tentacle strike num-
ber necessary to catch a shrimp) induced by sublethal Z3-exposure (i.e. 185 ug L, Table
3.2). After observation of the 3 phases necessary to successfully catch its prey — attention,
positioning and seizure (described by Messenger, 1968), the disruption seemed to result from
attacking distance misestimation (few mm or less), i.e. from the positioning phase. This beha-
vior disruption is consistent with strong Zn-accumulation in the head previously highlighted
in adult cuttlefish by Bustamante et al. (2002b), and suggests a Zn-induced disruption of
the central nervous system and /or vision organs. We hypothesize that this phenomenon is
linked to calcium ion dysregulation because of Zn?" ability to mimic this element and inhi-
bit its pump (Ballatori, 2002; Hughes et Barritt, 1989). According to previously described
head Zn-tropism (Bustamante et al., 2002b), it will also be interesting to determine if Zn
plays a role in the cuttlefish nervous system similar to that reported for mammal neuronal

excitability (Frederickson et al., 2000).

3.4.3 Digestive system perturbations

For a few days after hatching, juvenile cuttlefish continue to consume yolk through acidic
intracellular enzymes (Boucaud-Camou et al., 1985; Yim et Boucaud-Camou, 1980). In cut-
tlefish embryo, ACP activity has been closely linked to yolk digestion (Lacoue-Labarthe et al.,
2010b). Here, Zn-exposure (Z2 and higher concentrations) induced a dose-dependent ACP
activity increase after 1-week exposure, but not at later timepoints (Table 3.3). This increase
suggests a Zn-activation effect on ACP or at least one of its isoforms. The Zn-dependent

activity of several of these metallohydrolases was shown in vertebrates (Fujimoto et al., 1993;
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Panara, 1997; Panara et al., 1993). The shortness of the Zn-exposure response suggested
either 1) the presence of Zn-sensitive ACP during the first week post-hatching alone, or 2)
the arising of a Zn-protective process during the second week post-hatching. However, such
a protective process would have to originate from the digestive gland, which is not mature
until approximately 3-weeks post-hatching. Moreover, the decrease in activity of cathepsins
(Table 3.4) — enzymes also contained in lysosomes — was measured from 2- and until 5-week
exposure. According to Fagotto (1995) who highlighted that yolk digestion was dependent
on developmental stage because of enzymatic activation regulation (e.g. yolk granule acidifi-
cation), Zn may 1) specifically activate embryonic ACP (synthesized until a period comprise
between 1- and 2-week post-hatching, as suggested by Lacoue-Labarthe et al., 2010b), or 2)
accelerate maternal ACP activation in yolk granules by acidification due to Zn ion accumu-
lation (Bock et al., 1999; McCall et al., 2000). Either possibility would perturb Zn-induced
yolk digestion perturbation and negatively impact the first post-hatching days of cuttlefish.

Cathepsins were the only enzymes with activity affected beyond 2 weeks of Zn-exposure
(Table 3.4). These data are consistent with previous exposures of cuttlefish digestive gland cell
cultures (Le Bihan et al., 2004), and highlighted cathepsin assay as an interesting biomarker
for Zn-exposed cuttlefish. A similar inhibitory effect on cathepsins was demonstrated after 48-
day exposure of cuttlefish embryos to Cd — an element known for its Zn?" mimicry properties
(Bridges et Zalups, 2005; Lacoue-Labarthe et al., 2010b; Niebcer et Richardson, 1980). The
progressive effect of Zn in our study (from 2-week Z3-exposure to 3- and 5-week Z2-exposure ;
Table 3.4) suggests Zn accumulation during early maturation stages of juvenile digestive gland
(Bustamante et al., 2002b). Because of the lysosomal location of cathepsins in the cuttlefish
digestive gland, Zn accumulation likely occurs in this organ, as already described in mollusks
for metal contaminants (e.g. Bustamante et al., 2006a, 2002b; Lacoue-Labarthe et al., 2010b;
Marigomez et al., 2002; Nicholson, 2003; Tanaka et al., 1983). A direct Zn inhibitory effect
on lysosomal cathepsins could result from Zn affinity for cystein and aspartate amino acids,
their catalytic residues (McCall et al., 2000). However, further studies will have to determine
if the effect of Zn on cathepsin activity does not result instead from early perturbations of
cathepsin synthesis or activation.

Lastly, our study showed inhibition of trypsin activity after 2-week exposure to 230 ug

Lt (Z4; Table 3.5). This effect is consistent with the recent characterization of trypsin from
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S. officinalis digestive gland showing that Zn?" ions had the most powerful inhibitory effect
on this enzyme among 9 essential metals (Balti et al., 2009). Such Zn effect on trypsin was
not reported in cuttlefish digestive gland cells exposed in vitro for 24 h to 1.3 mg L' (Le
Bihan et al., 2004). As trypsin is located in specific excretory organels of digestive gland cells
in cuttlefish (Costa et al., 2014), cell culture conditions may have obscured this function. In
contrast, our in vivo data suggest a negative effect of Zn on this organel type. Notably, this
process was measured only at a lethal concentration, suggesting more serious consequence of

Zn when extracellular digestive process was impacted (compare to intracellular one).

3.4.4 Immune system perturbations

High Zn concentration is known for its negative effects on the immune system in mammals
(Chandra, 1984; Ibs et Rink, 2003), but very few studies report its action on the invertebrate
immune system. Phenoloxidases, as important melanization precursors, are involved in (1)
non-self recognition, (2) production of toxic compounds against pathogens, (3) wound healing
and (4) cellular-defense factor synthesis (e.g. Cerenius et al., 2008; Luna-Acosta et al., 2010;
Siddiqui et al., 2006).

Our study highlighted a progressive inhibitory effect of Zn-exposure on total PO activities
during the first 2 weeks post-hatching (Table 3.6). To the best of our knowledge, the only
study focused on the Zn-impact on PO in a mollusk in vivo reported a similar decrease in
C. gigas plasma after 1-week exposure to non-lethal and lethal Zn-concentrations of 530 and
10,200 pg LY, respectively (Mottin et al., 2012). However, in the same study the authors
reported an activity increase from 2- until 7-week exposure at 530 ug L', which was not
observed in our study. This lack of PO activity change beyond 2-weeks exposure suggests a
Zn adaptative response between 2- and 3-week post-hatching that may be linked to digestive
gland maturation. Our data show that PO activity is the most Zn-sensitive biomarker assayed
at 2-weeks post-hatching. According to PO functions previously described (Le Pabic, 2014),
the decrease in PO-activity observed in this study likely reflects a weakening of juvenile

cuttlefish towards environmental stressors (Coles et Pipe, 1994; Cheng et al., 2004).
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3.4.5 Growth loss induced by Zn exposures

In ecotoxicology, growth is a major parameter because it results from all deleterious
effects induced by xenobiotic exposure. Because of their fast-growth, cephalopods appeared
as a good indicator of negative effects induced by long-term non-lethal exposure to Zn. Our
study highlighted a size (i.e. ML and weight) decrease after 5-week exposure to non-lethal Zn
concentrations : 108 and 185 ug L™ (Z2 and Z3; Fig. 3.3). Notably, and unlike other markers
used in this study, effects on size appeared only after 5-week exposure. This growth decrease
was subsequent to the cathepsin activity decrease measured after 3-week exposure to 108 ug
Lt (Z2), underlining Zn impact on digestive system even when digestive gland is mature,
i.e. when extracellular digestion is fully functional. Consistently, Balti et al. (2012) recently
showed a strong inhibitory effect of Zn on lysosomal chymotrypsin from adult cuttlefish
digestive gland in wvitro. This size loss likely resulted also from Zn perturbations of other
parameters including, but not restricted to those studied here (ACP and PO activities).
Considering the link between growth loss and behavior impairment occurring in 73, it is
important to point out that experimental conditions (i.e. closed compartment) always allowed
prey capture and consumption (i.e. ‘failure’ to catch a shrimp did not result in a reduced food
intake, only more attempts). Moreover, similar growth decrease was observed in Z2 where no
behavior impairment occurred, suggesting negligible additional energy loss due to repeated
catching trials.

Few studies have reported Zn effects on bivalve and gastropod mollusk growth because
of the low growth rates exhibited by most of these species. Recently, Devos et al. (2012)
measured a 50 % effect concentration for growth (i.e. concentration that induced 50 % reduc-
tion of parameter studied, ECsq) on oyster spat, C. gigas, after 1-week exposure to 497 ug
L' Zn, whereas Dorgelo et al. (1995) reported an ECsy value of 103 pg L after more than
10-weeks Zn exposure to freshwater snail Potamopyrgus jenkinsi. Other studies on Zn-impact
on growth reported 96-h EC50s on C. gigas larval stage below 100 pg Lt (Brereton et al.,
1973; Watling, 1982). Regarding our results, it seems difficult to estimate such parameter
for juvenile cuttlefish because of 1) the set up of processes modifying organism physiology
during the first month post-hatching, and 2) the relatively long interval of time between first
perturbation observed and growth decrease. Accordingly, it appears necessary to study the

main changes in Zn-regulation between hatching and the third week post-hatching.
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3.5 Conclusions

This study is the first to report multiple physiological perturbations induced by a conta-
minant on a cephalopod juvenile stage. We highlighted that mortality during the first 2 first
weeks post-hatching was recorded at Zn concentrations at and above 230 ug L. Accor-
ding to our results, the first 2 weeks post-hatching appeared to be the most sensitive period
towards Zn, suggesting a weaker capacity to regulate this element before maturity of the
digestive gland. These observations were consistent with the major detoxification role of the
digestive gland lysosomal system, which is developing during its maturation. Biochemical
perturbations were recorded at concentrations already reported in the environment (e.g. Di
Salvatore et al., 2013) and close to Environmental Quality Standards (EQS) values conside-
ring long-term Zn-exposure in saltwater (40 ug L™1). We highlighted perturbations occurring
throughout exposure times of the same order than those passed inshore by juveniles. Non-
lethal Zn-concentrations induced various effects on digestion, immunity, behavior and growth.
According to these data, the question of polluted coastal area impact on juvenile cuttlefish
arises. A recent study highlighted the lower recruitment to the English Channel stock of S.
officinalis born in contaminated areas compare to less anthropically impacted areas (Gras,
2013). Although further studies are needed to determine other contaminant effects on this
cuttlefish stage of life, our study suggests that spawning site contamination could be an
important variable for cuttlefish recruitment.

According to our results, juvenile cuttlefish appears as an interesting model for ecotoxico-
logy on account of its sensitivity and the possibility for use of a wide diversity of biomarkers.
However, detoxification processes of this cephalopod juvenile stage have been rarely investi-
gated. An additional part of this experiment has been dedicated to exploration of this topic

and will soon be presented.
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Abstract

In this study, we investigated the evolutions of 13 trace metal and metalloid concentrations
(i.e. Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se, V, Zn) and their subcellular fractionation
in juvenile cuttlefish Sepia officinalis reared in controlled conditions between hatching and
2-months post-hatching. In parallel, metallothionein concentrations were determined. Our
results highlighted contrasting evolution of studied metals. Indeed, As and Fe concentrations
measured in hatchlings suggested a maternal transfer of these elements in cuttlefish. The
non-essential elements Ag and Cd presented the highest uptake during our study, correlated
with the digestive gland maturation. During the 6 first weeks of study, soluble fractions of
most of essential trace metals (i.e. Co, Cr, Cu, Fe, Se, Zn) slowly increased consistently with
the progressive needs of cuttlefish metabolism during this period.

In order to determine for the first time in a cephalopod how metal homeostasis is im-
pacted when trace metal exposed, we studied previously described parameters in juveniles
exposed to dissolved Zn at environmental (i.e. 50 ug L') and sublethal (i.e. 200 ug L)
levels. Moreover, oxidative stress was assessed (using glutathione S-transferase (GST), su-
peroxide dismutase (SOD), catalase and lipid peroxidation (LPO)) in digestive gland and
gills after 1 and 2 months exposures. Our results highlighted no or low ability of this stage
of life to regulate dissolved Zn uptake during all studied period, consistently with high sen-
sitivity of this organism. Notably, Zn exposures caused a dose-dependent Mn depletion in
juvenile cuttlefish, and an increase of soluble fraction of Ag, Cd, Cu without uptake modifi-
cations, suggesting substitution of these elements (i.e. Mn, Ag, Cd, Cu) by Zn. In parallel,
metallothionein concentrations decreased in individuals the most exposed to Zn. Finally, no
perturbations in oxidative stress management were detected in gills, whereas level modifica-
tions of GST, SOD and catalase activities were recorded in digestive gland, resulting in LPO
content increase after 6-week exposure at low Zn concentration. Altogether, these perturba-
tions are consistent with previously described high sensitivity of juvenile cuttlefish towards
Zn. Our results underlined the need to study deeply contamination impact on this animal at

this stage of life.

Keywords : Mollusk cephalopod ; Juvenile stage; Zinc; Metal homeostasis; Oxidative

stress; Sepia officinalis
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4.1 Introduction

Mollusk cephalopods are known for their importance in trophic marine ecosystems both
as predator and prey (Clarke, 1996; Chouvelon et al., 2011). The economic importance of
their fisheries has recently grown worldwide to compensate for finfish stock depletion (Jereb
et al., 2005), whereas abundant literature underlines their sensitivity to a wide range of envi-
ronmental parameters (reviewed in Pierce et al., 2008). Despite constant anthropic pressures
on marine ecosystems, few studies investigated the potential physiological impacts of conta-
minants on these organisms (Di Poi et al., 2013, 2014; Lacoue-Labarthe et al., 2009a, 2010a;
Sen et Sunlu, 2007). Yet, early life stages (i.e. eggs and juveniles) of economically important
cephalopods are likely to be impacted by anthropogenic contaminants because they develop
in coastal areas where these compounds are found at high concentrations (Colas, 2011; Pierce
et al., 2010). This is the case of the common cuttlefish Sepia officinalis, which is characterized
by inshore migration during summer months to reproduce and spawn, and juvenile residence
in coastal areas from 1 to 2 months post-hatching to take advantage of prey abundance (Bloor
et al., 2013; Boucaud-Camou et Boismery, 1991; Le Goff et Daguzan, 1991). In spite of the
shielding properties of the eggshell against metals (Bustamante et al., 2006¢, 2004, 2002b;
Lacoue-Labarthe et al., 2011, 2010b, 2009¢, 2008b), cuttlefish embryos are impacted by low
metal concentration exposure (Lacoue-Labarthe et al., 2010a, 2009a). In addition, accumu-
lation in soft tissues of dissolved Ag, Cd, and Zn followed by relatively long-term retention
was reported in juveniles (Bustamante et al., 2004, 2002b). Little is known about the effects
of such xenobiotic exposure on juvenile cuttlefish physiology (Lacoue-Labarthe et al., 2010a,
2009a).

Despite a short life cycle of 1 to 2 years, Sepia officinalis (as other cephalopods) is known
to accumulate various contaminants (e.g. Ansari et al., 2012; Danis et al., 2005; Miramand et
Bentley, 1992; Bustamante et al., 1998a, 2006a,b). Accumulation of trace metals such as Ag,
Cd, Cu, Fe and Zn has been reported in the digestive gland, sometimes at very high concen-
trations (e.g. Martin et Flegal, 1975; Schipp et Hevert, 1978; Decleir et al., 1978; Miramand et
Bentley, 1992; Bustamante et al., 2006a). Notably, trace metal accumulation starts after hat-
ching and takes place through the entire life cycle, yet tissue-specific accumulation depends
on digestive gland maturation (Miramand et al., 2006). While several studies highlighted the

essential role of the digestive gland in the detoxification of trace metal elements in Sepia
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officinalis and other cephalopods (Bustamante et al., 2002a, 2004, 2008; Lacoue-Labarthe
et al., 2009d; Martin et Flegal, 1975; Miramand et Bentley, 1992; Raimundo et al., 2010b,
2014), no study investigated metal homeostasis at juvenile stages during maturation of this
organ (i.e. first month post-hatching).

Detoxification mechanisms of marine invertebrates mainly involve the precipitation of
metals into insoluble concretions and the binding to cytosolic proteins, both being intercon-
nected (Wallace et al., 2003; Wang et Zhang, 2010). Metallothioneins (MTs) are one class
of these metal-binding proteins, characterized by low molecular weight, high cystein content
and heat stability. They play a role in the homeostasis of the essential metals, Cu and Zn,
but can be induced by various other metals (e.g. Ag, Cd, Hg) (Cosson, 1991; Amiard et al.,
2006; Wang et Zhang, 2010). In cephalopods, subcellular distribution of metals in the di-
gestive gland appears to be species- and element-specific, but most studies reported mainly
association of Ag, Fe, Mn, Pb and Zn with the insoluble fraction, while Cd, Co and Cu are
mainly associated with the cytosolic fraction (Tanaka et al., 1983; Finger et Smith, 1987;
Bustamante et al., 2002a, 2006a). Cu is also the main element found associated with MTs
in the digestive gland of several cephalopod species (Tanaka et al., 1983; Finger et Smith,
1987; Bustamante et al., 2006a), whereas results about Ag- and Cd-MT association remain
controversial (Tanaka et al., 1983; Finger et Smith, 1987; Bustamante et al., 2002a, 2006a).
To date, the MT involvement in the homeostasis of the cephalopod juvenile stage has not
been investigated.

Although Zn is an essential nutrient of living organisms — it is a component of more
than 300 enzymes and other proteins (McCall et al., 2000), some studies highlighted its
toxicity in marine organisms at concentrations of 100 ug L' and above (e.g. Amado Filho
et al., 1997; Brereton et al., 1973; Nadella et al., 2013; Tellis et al., 2014; Watling, 1982. In
European marine waters, Zn is one of the most highly concentrated dissolved metals, regularly
measured near 10 pug L' (Lachambre et Fisson, 2007c; Sheahan et al., 2007), and worldwide,
some studies reported concentrations reaching several mg L' in coastal areas (Amado Filho
et al., 1997; Liu et Wang, 2013; Srinivasa Reddy et al., 2005). Zn is also one of the most
concentrated metals in the digestive gland of cuttlefish (Bustamante et al., 2006a; Miramand
et Bentley, 1992; Miramand et al., 2006; Rjeibi et al., 2014). Its effects on the uptake of

other metals, their subcellular distribution, and MT concentrations have been highligthed
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in bivalve mollusks (Liu et Wang, 2013; Shi et Wang, 2004b; Blackmore et Wang, 2002;
Lemoine et al., 2000; Hennig, 1986). For instance, Zn exposure induced an increase in Zn
uptake as well as Cd and Cu in the bivalve Crassostrea hongkongensis (Liu et Wang, 2013).
To the best of our knowledge, such responses have not been assayed in cephalopods. Finally,
trace metals are known for their ability to induce reactive oxygen species (ROS) production,
causing oxidative stress as previously described in bivalves (e.g. Funes et al., 2006; Company
et al., 2004; Geret et Cosson, 2002; Geret et al., 2002, gastropods (Radwan et al., 2010;
Chandran et al., 2005; Malanga et al., 2004) and the cephalopod Octopus vulgaris (Semedo
et al., 2012). To avoid or counteract ROS effects, organisms use a set of enzymes including
glutathione S-transferases (EC 2.5.1.18, GST), superoxide dismutase (EC 1.15.1.1, SOD) and
catalase (EC 1.11.1.6). Their activities have been extensively used as biomarkers of oxidative
stress, and correlated to the presence of metals in invertebrates (e.g. Regoli et Principato,
1995; Vlahogianni et al., 2007; Semedo et al., 2012). The imbalance between production and
removal of ROS may result in lipid peroxidation (LPO), a biomarker often used to evaluate
the degree of oxidative stress (e.g. Vlahogianni et al., 2007; Di Salvatore et al., 2013; Radwan
et al., 2010; Zielinski et Portner, 2000).

In order to better describe and understand metal homeostasis in juvenile cuttlefish and
point to the effect of physiological modifications on the bioaccumulation and detoxification
processes associated with digestive gland maturation, we quantified the presence, concentra-
tion evolution and subcellular distribution of 13 elements (Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn,
Ni, Pb, Se, V, Zn) in whole-juveniles during their coastal life stage (i.e. first 2 months post-
hatching). The concentration of MTs was also assayed and correlated with metal concentra-
tion evolution. Concurrently, these parameters were measured under Zn-exposure, in addition
to oxidative stress parameters (GST, SOD, catalase, LPO) in the digestive gland and in the
gills.

4.2 Materials and methods

4.2.1 Animals

Cuttlefish eggs were collected from traps set along the Calvados coast (Basse-Normandie,

France) during summer 2012. All rearing procedures were held at the Centre de Recherches
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en Environnement Cotier (Luc-sur-Mer, France). At the laboratory, the eggs were separated
for optimal oxygenation, acclimatized at 17 + 1°C, and maintained in open-circuit tanks
until hatching. Between 1 and 2 day post-hatching, juveniles were randomly acclimatized in
experimental structures and fed 24 h later according to hatchling yolk consumption period
(Yim et Boucaud-Camou, 1980). During all experiment, cuttlefish were fed once a day with
alive brown shrimp Crangon crangon of adapted size. Special attention was payed daily to

feed all animals with shrimps of the same size range.

4.2.2 Experimental design
4.2.2.1 Experimental system and seawater quality follow-up

To allow individual follow-up, constant exposure, as well as long-term water quality (par-
ticularly considering nitrogen compounds), we set up experimental units presented in figure
4.1. In a 40-L tank (corresponding to one experimental unit), seawater mixing and oxygena-
tion were provided by 2 water pumps (NJ400, Aquarium systems, France) and 2 air stones. A
constant water renewal was provided in each experimental unit by peristaltic pump (521F /D2,
Watson-Marlow Pumps Group, France), supplied with frequency converter and pumpheads
(312X2, Watson-Marlow Pumps Group, France), at a rate of 30 mL min™ from 60-L reser-
voirs. Seawater used during all experiments was decanted charcoal-filtered natural seawater
to minimize particles and other dissolved metals attendance. Depending on renewal rate,
reservoirs were refilled each day with seawater (either Zn-contaminated or control). In order
to avoid animal interactions and to allow individual follow-up, a compartmentalized sieve
was used. Each compartment had an area of 104 cm?, which is enough space for juvenile
development according to Forsythe et al. (1994). During all experiments, seawater parameter
monitoring was checked daily. Global parameter variations for all experimental structures
were : temperature = 17.5 + 0.5°C; salinity = 32.5 4+ 1; ammonia-, nitrite-, and nitrate-
nitrogen < 0.5 mg L', < 0.5 mg L' and < 80 mg L' (according to Oestmann et al., 1997) ;
pH = 8.0 &= 0.1 ; and dissolved oxygen > 9 mg L 1. Experiments were realized under a natural
photoperiod. To keep high water quality, feces were siphoned every 3 days, making sure not

to disturb juveniles.
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FIGURE 4.1 — Side view of the experimental system and top view of a compartimentalized
sieve allowing individual follow-up of juvenile cuttlefish. Black arrows indicate the circulating
direction of water renewal and grey arrow indicates water pump mixing direction inverted
on the other side tank.

4.2.2.2 Zn-exposures and measurements

During summer 2012, and according to previous studies on mortality induced by dissolved
Zn on juvenile cuttlefish (unpublished data), juvenile cuttlefish were exposed to 50 and 200
pg L (Z1 and Z2, respectively) Zn concentrations for 8- and 6-weeks, respectively, alongside
a control. Both Zn concentrations were environmentally realistic, with Z2 corresponding to
concentrations close to the previously determined 2-week LCsy value for juvenile cuttlefish
(unpublished data). The exposure media were spiked daily just after reservoir water renewal,
using 20.84 ¢ L' ZnCly (i.e. 10.0 g Lt Zn) stock solution (ZnCly reagent grade, > 98 %,
Sigma-Aldrich, France), prepared in 0.22 pm-filtered artificial seawater (25.5 g NaCl, 6.4
g MgSOy, 5.2 g HEPES, 1.5 g CaCl,,2H20, 0.75 g KCl in 1 liter Milli-Q water, pH 7.4).
According to preliminary trials, each reservoir was spiked weekly with respective nominal
concentrations plus 10 % in order to keep constant concentrations and compensate animal
absorption and experimental unit adsorption.

For all 3 batches (control and the 2 exposure conditions), 20 mL of seawater was sampled
daily, immediately acidified with 1 % nitric acid (HNOj3 69.5 %, Normapur grade), and stored

at 4°C until analyses. Zn concentrations in the seawater were determined by air-acetylene
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flame atomic absorption spectrometry (F-AAS; AA240F — Varian) at a wavelength of 213.9
nm and with a slit of 1 nm. AAS is equipped with deuterium lamp (coded hollow-cathode lamp
from Photron Lamps) to correct for nonspecific absorption. All calibration solutions were
diluted from a stock standard (Zn calibration solution 1.000 + 0.005 g L' Analytika Ltd.)
in saline medium (30 g L'! NaCl, Normapur, 99 %). Triplicate analyses were done on each
sample and the mean values were used for evaluation. The limit of detection, defined as the
background plus three times the standard deviation of the blank (3¢), for the determination

of the Zn concentration in seawater was 6.2 pug L.

4.2.2.3 Sampling procedure

All samplings were performed on 24-h fasting animals. Considering the elemental concen-
tration assays, 9 animals were sampling at the beginning of the experiment thereafter 5
animals from each batches were randomly removed every 2-weeks exposure (i.e. after 2-, 4-
, 6- and 8-weeks). According to organ size, samplings dedicated to enzymatic assays were
realized with 5 animals per conditions after 4-week exposure in Z2, and 4-, 6- and 8-week
exposure in control and Z1 conditions. All animals sampled were anesthetized in solution of
2 % ethanol with 17.5 mg Lt MgCl, in seawater for 5 min, afterwards they were measured
(weight and mantle length). Individuals dedicated to elemental analysis were immediately
frozen in liquid nitrogen, whereas the digestive gland and the gills were sampled on prelimi-
nary beheaded animals (Di Poi et al., 2014). Tissues were then frozen in liquid nitrogen and
stored at -80°C for enzymatic assay, whereas whole animals were freeze-dried and individually

ground for MTs and trace metal analysis.

4.2.3 Subcellular fractionation and MT determination

Whole cuttlefish were analysed for their global MT levels. Between 30 and 100 mg of
ground dry tissue were homogenized on ice in 4-6 mL (depending of aliquot size) 100 mM
Tris buffer with S-mercaptoethanol at pH 8.1 and then centrifuged (30 000 x ¢; 30 min;
4°C). Around 100 pL of supernatants were used for MT assay, while pellets (i.e. the insoluble
fraction) and the rest of supernatant (i.e. the soluble fraction) were freezed for trace element
analysis. Before MT dosage, the supernatant aliquot was submitted to heat denaturation

(95°C; 15 min), placed on ice 10 min and centrifuged (10 000 x ¢ ; 10 min, 4 °C) to separate
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the heat-stable proteins from the denatured proteins. The supernatant stemming from the
second centrifugation was frozen (-20°C) until MT quantification.

Differential pulse polarographic analysis (DPP) was used to determine the amount of
MTs in the heat-denatured soluble fraction. DPP is a technique based on —-SH compound
determination according to Brdicka reaction (Brdicka, 1933) as described by Thompson et
Cosson (1984). Model 303A static mercury drop electrode was used. Certified rabbit liver
MTs (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) were used to carry out the calibration according
to the method of standard additions. The system consisted of a bevelled capillary Hg working
electrode, a Pt counter electrode, and an Ag/AgCl reference electrode. Results are expressed

in pug of MTs per g of dry homogenized tissue (ug gt dw).

4.2.4 Trace element analysis in respective soluble and insoluble frac-

tions

For analysis of all elements (i.e. Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se, V and
Zm), from 50 to 300 mg of each subcellular fractions were digested using a 3:1 (v:v) nitric-
hydrochloric acid mixture with 65 % ultrapure HNO3 and ultrapure 37 % HCIL. The acidic
digestion was performed overnight under ambient temperature and then heated in a mi-
crowave for 30 min, increasing the temperature up to 105°C, and 15 min at 105°C (1200
W). After the mineralization process, each sample was diluted to 30 or 50 mL with milli-Q
quality water, according to the volume of acid added to the mineralization (3 and 4.5 mL,
respectively).

Trace elements were analysed by Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spec-
trometry (Varian Vista-Pro ICP-OES) and Mass Spectrometry (ICP-MS II Series Thermo
Fisher Scientific). Reference tissues — dogfish liver DOLT-4 (NRCC), lobster hepatopancreas
TORT-2 (NRCC) — were treated and analysed in the same way as the samples. Results were
in line with the certified values, and the standard deviations were low, proving good repea-
tability of the method. The results for standard reference materials displayed recovery of the
elements ranging from 73 % to 114 %. The detection limits (ug g1 dw) were 0.015 (Cd),
0.017 (Ag), 0.02 (Co, Cr, Pb), 0.03 (Ni), 0.08 (Mn), 0.1 (Cu, Se), 0.2 (As), 0.3 (V) and 3.3

(Fe and Zn). Element concentrations are expressed in ug g.; dw.
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4.2.5 Biochemical analysis

Sampled digestive gland and gills of one animal were separately weighed before to be
homogenized with a Potter-Elvehjem homogeniser in ice-cold phosphate buffered saline (500
mM NaCl, 10 mM Nay,HPO, and 3.1 mM KH,PO,, pH 7.4, PBS) containing 1 % Halt
Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-Free (100X, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
Weight:volume ratio of 1:2 and 1:1 was used respectively for digestive gland and gills. Homo-
genates were then centrifuged at 12 500 x ¢ for 15 min at 4°C (S9 fraction), and supernatants
used for determining protein content, LPO, as well as enzymatic activities (GST, SOD, ca-

talase).

4.2.5.1 Protein assay

Total protein concentration was determined according the Bradford method (1976) using
bovine serum albumin (Sigma-Aldrich Chemicals, France) as standard. Enzymatic activities

and LPO content were expressed in relation to protein concentration measured in S9 fraction.

4.2.5.2 GST assay

GST activity was measured for each individual in triplicate according to Habig et al.
(1974) (adapted for microplate). Briefly, 50 uL of S9 fraction adjusted to 250 ug prot mL*
in PBS were mixed in a microplate wells with 200 puL of reagent solution (1 mM reduced
glutathione (GSH), 10 mM Hepes, 125 mM NaCl, and 1 mM 1-chloro-2,4-dinitrobenzene
(CDNB), pH 6.5). For the blank, S9 fraction was replaced by PBS. The enzymatic reaction
kinetic was spectrophotometrically monitored at 340 nm for 20 min at 25°C, and blank
value systematically subtracted. The results were expressed as pmol of glutathione-CDNB

conjugates per min and mg of proteins (gmol min mg? prot).

4.2.5.3 SOD assay

SOD activity was measured using the assay developed by Paoletti et al. (1986) and adap-
ted for microplate. A SOD standard (Sigma-Aldrich Chemicals, France) range from 2.5 to
10 U mL™! was made in PBS. The inhibition of 3-NADH (Sigma-Aldrich Chemicals, France)
oxidation was then monitored at 340 nm for 90 min at 25°C using 20 uL of PBS (blank),
SOD standard, or S9 fraction adjusted to 150 ug prot mL™, mixed with 173 pL of 0.4 mM
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B-NADH, 6 mM EDTA and 3 mM MnCl,; and 10 mM 2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich

Chemicals, France). The results were expressed in U mg™! of protein.

4.2.5.4 Catalase assay

Catalase activity was monitored for each individual in triplicate using the method pre-
viously described by Babo et Vasseur (1992) and modified for microplate reading. A catalase
standard (Sigma-Aldrich Chemicals, France) range from 1 to 6 U mL? was made in PBS.
Then, 100 pL of S9 fraction (adjusted respectively to 1.5 and 1.0 mg prot mL™ in PBS for
digestive gland and gills) or catalase standard were mixed with 100 L of hydrogen peroxyde
28 mM. The hydrogen peroxyde degradation kinetics were assessed at 240 nm for 15 min at
25°C in UV microplate (Greiner Bio-One, Germany), and the results were expressed in U

mg! of protein.

4.2.5.5 LPO determination

LPO level was assessed via malondialdehyde (MDA) content determined using a com-
mercially available MDA assay kit (Oxis International, USA). The method was based on the
reaction of a chromogenic reagent, N-methyl-2-phenylindole, with MDA at 45°C. The blue
product was quantified by measuring absorbance at 586 nm (Gérard-Monnier et al., 1998).

The results were expressed in nmol MDA g of protein.

4.2.6 Statistical analysis

To study the evolution of each variables function of time, their homogeneity of variances
(Levene test) and normal residual distributions (Shapiro test) were first tested. According
to the results, ANOVA or permutational ANOVA (in case of non normal residuals) followed
by non parametric pairwise permutational t-test (N <30) were realized. In case of variance
non-homogeneity, Kruskal-Wallis test followed by the Wilcoxon signed-rank were used. In
some cases, logarithmic (Log; As total concentration) or reciprocal (Fe total concentration)
were used to meet the underlying assumptions of normality and homogeneity of variances.
Pearson and Spearman correlations, respectively between soluble and insoluble concentra-
tions of trace metals, were analyzed according to data binormality assumption. Comparisons

between variables from control and Zn exposed individuals were realized using ANCOVA

105



CHAPITRE 4.

when data evolutions were linear (i.e. MTs, Mn total concentration, GST activity). In the
case of MT comparison, a square transformation was used to realized this test. Otherwise,
comparison with control was assessed at each time-point using Student’s t-test. R software

was used for statistics and graphics.
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4.3 Results

No mortality occurred during this experiment.

4.3.1 Trace metal homeostasis in juvenile cuttlefish

In this study, the soluble and insoluble amounts of trace metals as well as the MT content

were measured in each animal.

4.3.1.1 Variation of the trace metal concentration

In order to define metal homeostasis in healthy juveniles, the concentration of 13 trace
metals and metalloids was assayed in whole S. officinalis directly after hatching and at 2-, 4-,
6 and 8-week post-hatching (Table 4.1). Trace element concentrations were grouped together
according to their evolution in whole juvenile cuttlefish between hatching time and 8 weeks.
During this period, the total concentration of 5 elements decreased (As, Cr, Fe, Mn and Ni),
while it increased for 4 elements (Ag, Cd, Cu and Se), remained constant for 3 elements
(Co, Pb and Zn) and stayed below the detection limit for V. Among decreasing elements,
As and Fe displayed the highest concentrations found in hatchlings (176 £+ 76 and 103 +
71 ug gt dw, respectively), whereas Cr, Mn and Ni displayed lower concentrations of 1.87
+ 0.36, 2.67 £ 0.36 and 1.71 £ 0.46 ug ¢! dw, respectively. This decreasing phase mainly
occurred between hatching time and the 6" week for all these elements, reaching 55.8 + 9.4,
less than 0.28, 25.3 4 4.1, 1.95 & 0.1 and 1.06 £ 0.08 ug ¢ dw, respectively for As, Cr, Fe,
Mn and Ni. Among increasing elements, the Cu increase occurred during the 2 first weeks
(from 47.2 + 5.0 to 59.3 £+ 3.1 ug ¢! dw) afterwards its concentration remained constant.
Although increasing, Se concentration did not present clear pattern of evolution during the
period (ranging between 1.81 + 0.21 and 2.64 + 0.05 pug g dw). During the first month
of study, the non-essential elements Ag and Cd presented an important accumulation from
values lower than 0.1 pg g' dw in hatchlings for both elements to 2.09 + 0.22 and 0.39 +
0.06 pug g! dw, respectively, afterwards their concentrations remained stable. During all the
studied period, Co, Pb and Zn concentrations remained constant around 0.21 4+ 0.04, 0.41 +
0.12 and 88.3 & 7.8 ug g, respectively.
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TABLE 4.1 — Total trace element concentration (mean 4+ SD; ug g ' dw) in whole juvenile Sepia officinalis during its two first months

of life.

Life stage Mantle length Age N Ag As Cd Co Cr Cu Fe
(mm)

Hatchlings 9.2 & 0.5 0 davs 0 < 0.14¢ 176 + 762 < 0.10° 0.20 + 0.06 1.87 + 0.36> 47.2+5.0> 103 & 712
8.4-9.8 ¥ < 0.10-0.15 113-346 < 0.06-0.21 0.14-0.35 1.35-2.28 41.7-57.7 30.5-218.4

Juveniles  10.3 4 0.1 44 s Ls7x 0.18> 139 +33* 025+ 0.03> 0.20 + 0.02 1.58 + 0.46* 59.3 & 3.1> 49.1 + 9.6°P
10.1-10.5 ays 1.37-1.86 112-192 0.22-0.30 0.18-0.24 0.93-2.11 54.8-62.8 35.9-59.5
11.7 + 0.7 Lmontl 5 209%£0.22% 952+ 17.1°  0.39 + 0.06* 0.24 + 0.03 0.45 & 0.12>  67.2 + 6.7*  34.8 + 4.0
10.9-12.7 0 1.79-2.34 73.2-112.7 0.33-0.46 0.20-0.27 0.34-0.63 57.7-75.5 28.6-38.7
16.4 4+ 0.9 L5 months 5 920217 55.8+04° 028+ 0.062>  0.21 + 0.02 < 0.28¢ 60.7 + 7.6 25.3 + 4.1°
15.0-17.4 : 1.74-2.27 42.2-68.1 0.23-0.37 0.19-0.24 < 0.20-0.28  50.0-71.1 21.0-31.2
223+ 1.3 o months 5 197 £009% 504 % 4.0° 036 %001 0.21+001 044+ 0.17° 65.2 4+ 5.1* 25.0 & 8.0°°
21.3-22.6 1.85-2.09 46.0-55.0 0.35-0.37 0.19-0.23 0.31-0.73 56.6-70.1 20.2-39.2

Life stage Mantle length Age N Mn Ni Pb Se Vv Zn
(mm)

Hatchlings 9.2 + 0.5 0d g 267+036" 171+ 046" < 0.46 1.81 4+ 021> <184 902+ 8.1
8.4-9.8 ays 2.20-3.49 1.24-2.74 < 0.23-0.68  1.53-2.09 - 79-100

Juveniles 10.3 + 0.1 144 5 2.29 + 0.14**  1.36 + 0.20*> 0.33 + 0.06 2.08 + 0.11*> < 0.99 823 + 6.8
10.1-10.5 ays 2.15-2.52 1.25-1.71 0.25-0.34 1.94-2.20 - 76.8-93.6
11.7 4+ 0.7 Lmonth, 5 24 E 0.23P¢ 123 + 0.15"° 043 + 0.13  2.64 + 0.05* < 0.60 88.2 4 4.6
10.9-12.7 1.87-2.46 1.01-1.42 0.28-0.58 2.58-2.69 - 85.0-96.0
16.4 + 0.9 L5 months 5 195+ 010° 106+ 008 043 +0.11 204 0.28%>  ~0.78 87.3+12.3
15.0-17.4 : 1.87-2.09 0.95-1.13 0.34-0.60 1.76-2.40 - 73.9-104.9
223+ 1.3 o months 5 180 E 0.26°°  1.05 + 0.09° 0.36 + 0.08 2.26 +0.08* < 1.0 92.3 4 2.2
21.3-22.6 1.59-2.28 0.97-1.20 0.25-0.45 2.16-2.36 - 88.5-94.0
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4.3.1.2 Variation of the subcellular distribution

To better understand the evolution of subcellular fractions of trace metals in juveniles
during the first 2 months post-hatching, soluble trace metals were assayed as proportion
of total content between hatching and 2 month post-hatching in whole animals (Table 4.2).
During this period, the subcellular distributions of As, Cd, Mn, Ni and Pb remained constants
at around 93.0 + 1.5, 28.2 4+ 4.2, 36.5 & 7.8, 75.9 & 6.0 and 77.9 £ 5.5 % in the soluble
fraction, respectively. Soluble Ag distribution alone decreased from 10.4 + 1.7 to 7.4 £+ 0.6 %
between 2 and 6 weeks. In contrast, the distribution of soluble Co, Cu, Fe and Zn increased
mainly between hatching and 6 weeks from 49.2 + 5.9 to 74.9 + 2.0, 27.3 + 11.8 to 55.1
+ 5.1, 14.0 + 12.8 to 48.6 + 7.7 and 14.8 £+ 5.8 to 26.6 + 4.0 %, respectively. Our study
highlighted that Ag, Cd, Fe, Mn and Zn were mainly associated to the insoluble fraction while
As, Co, Cr, Ni, Pb and Se were mainly found in the soluble fraction in the whole juvenile
cuttlefish. Notably, Cu was the only element displaying a major proportion as insoluble form
in the hatchlings, subsequently switching to a majority as soluble form at the end of the
study period. The positive correlations between the soluble fractions of all trace elements
(Table 4.3) as well as the insoluble fractions (Table 4.4) allowed at distinguishing 2 groups
of elements : Ag, Cd, Co, Cu, Zn and As, Cr, Fe, Mn, Ni. Soluble and insoluble Pb and Se

concentrations were differently correlated in both fractions.
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TABLE 4.2 — Soluble metal proportions (% + SD) in whole Sepia officinalis during its two first months of life.

Life stage Mantle length Age N Ag As Cd Co Cr Cu
(mm)

Hatchlings 9.2 £ 0.5 0d 9 n.d. 92.8 + 1.8 n.d 49.2 + 5.9 62.1 + 14.6> 27.3 + 11.8°
8.4-9.8 ays n.d. 89.5-95.5 n.d. 43.1-60.8 43.6-83.7 11.0-39.8

Juveniles  10.3 & 0.1 11 d s 104170 93.9+14 276455 681+ 3.2 50.0 & 17.2>  41.3 + 7.5P
10.1-10.5 ays 8.5-12.9 92.2-95.3  19.7-34.5  63.8-72.0 33.0-77.4 31.2-51.9
11.7 +£ 0.7 | month 5 84+ 1.3 036+14 254+47 685+35> 68.0+97P 408+ 6.2P
10.9-12.7 © 7.1-10.2 91.3-94.9  18.5-30.1  64.2-72.1 57.9-79.1 33.8-49.7
16.4 + 0.9 L5 months 5 TAE 0.6° 924 +09 307433 749+ 2.0° n.d. 55.1 + 5.12
15.0-17.4 : 6.8-7.9 91.2-93.6  27.1-34.8  72.1-76.7 n.d. 47.3-61.0
223+ 1.3 o months 5 (8E 0.9%> 09274+ 15 292+16 70.3+21> 8324998 558+ 0.7
21.3-22.6 6.6-8.9 90.3-94.3  28.2.31.2  66.8-72.5 67.0-92.3 55.1-56.8

Life stage =~ Mantle length Age N Fe Mn Ni Pb Se Zn
(mm)

Hatchlings 9.2 + 0.5 0d g 140+128 356+6.7 73597 n.d. 51.4 + 3.6 14.8 + 5.8
8.4-9.8 ays 2.4-37.4 22.5-44.4  56.9-82.6 n.d. 46.5-56.3 6.0-23.6

Juveniles  10.3 + 0.1 1 . 3l9% 74> 416437 T735+52 793+ 28 6204 3.6 184 + 2.9°
10.1-10.5 e 25.6-42.8  37.1450 67.9-81.9 76.8-83.6 558651  15.6-22.3
1.7 £ 0.7 Lmonth 5 349 4.8° 413 +85 T77.0+33 834+45 64.0+2.0* 2024 45°
10.9-12.7 31.3-43.1 28.0-50.1  74.3-80.9  79.0-87.5  62.1-66.9 14.9-25.0
16.4 + 0.9 L5 months 5 A8B6ETTT 366+£79 T86+£24 TASE6T 635+ 15 266+ 4.02b
15.0-17.4 . 37.8-55.9 22.8-41.4  75.7-81.5  69.1-85.8  60.9-65.1 23.4-32.3
223+ 1.3 5 months 5 307+ 728> 2892 461 784+0.9 751439 63.6+20* 30.0+1.2°
21.3-22.6 26.4-44.0 21.0-37.1  77.3-79.2  69.4-80.2  60.5-66.0 28.6-31.7
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TABLE 4.3 — Positive correlations between soluble concentrations of trace elements and me-
tallothioneins measured in control juvenile cuttlefish between 2- and 8-week post-hatching.
Upright and italic scripts correspond to Pearson and Spearman correlations, respectively.
Underlined : p-value<0.001; other : p-value<0.05.

Trace element

and MTs

Ag Cd Co Cu Zn

As Cr Fe Mn Ni

Cd Ag Co Cu Zn

Co Ag Cd Cu Fe Ni Pb Se Zn
Cr As

Cu Ag Cd Co Zn MTs
Fe As Co Mn Ni

Mn As Fe Ni

Ni As Co Fe Mn Se
Pb Co

Se Co Ni

Zn Ag Cd Co Cu MTs
MTs Cu Zn

TABLE 4.4 — Positive correlations between insoluble concentrations of trace elements mea-
sured in control juvenile cuttlefish between 2- and 8-week post-hatching. Upright and ita-
lic scripts correspond to Pearson and Spearman correlations, respectively. Underlined : p-
value<0.001 ; other : p-value<0.05.

Trace element

Ag Cd Co Pb

As Cr Fe Ni Pb Se
Cd Ag Co Cu Zn
Co Ag Cd Cu Mn Zn
Cr As Fe Ni Se
Cu Cd Co Zn

Fe As Cr Mn

Mn Co Fe Ni

Ni As Cr Mn

Pb Ag As

Se As Cr

7Zn Cd Co Cu
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4.3.1.3 Variation of MT concentration and correlation with soluble element

concentrations

The MT concentrations were assayed in the heat-stable soluble fraction of whole juveniles
during the first 2 months post-hatching (Fig. 4.2). Its concentrations increased dramatically
along the experiment, highlighting an important MT synthesis occurred at this period, parti-
cularly during the 6 first weeks post-hatching, which increased from 686 + 93 to 5551 £ 631
pg ¢t dw. During this period, MT concentrations and size (weight and mantle length) had a
positive linear correlation (cor=0.93 and 0.90, respectively, and p-values < 0.001). After the
6" week, MT concentrations decreased back to 4-week levels (i.e. 3617 4 417 pg gt dw).

Positive correlations were found between MT concentrations and soluble Cu- and Zn

concentrations (cor=0.41 and rho=0.47, respectively) (Table 4.3).
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FIGURE 4.2 — Evolution of metallothionein concentrations (mean + SD ; ug g'* dw) in juvenile
cuttlefish and associated weight (mean + SD; g) during the 2 months post-hatching.
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4.3.2 7Zn exposures

Table 4.5 shows the mean Zn concentrations during studied period (i.e. 8 and 6 weeks,
respectively for Z1 and Z2) expressed in ug L' and gM, measured in the seawater of control,
Z1 and Z2 batches. Table 4.6 shows the mean concentrations of studied trace elements in

prey used during the study.

TABLE 4.5 — Zinc concentrations (mean + SD in ug L' and pM) in seawater during the
experiment

Zn concentration Control Z1 72
pug Lt < 6.2 52 + 3 184 4+ 11
uM <01 080+0.00 281 +0.16

TABLE 4.6 — Trace metal concentrations (mean + SD in pg ¢! dw) in prey (C. crangon)
used during this study

Trace element Concentration

Ag 0.99 4 0.13
As 15.7 & 3.7
cd 0.25 4 0.08
Co 0.21 + 0.04
Cr 0.23 + 0.18
Cu 25.7 + 5.6
Fe 60.3 & 50.9
Mn 6.18 + 3.49
Ni 1.56 & 0.60
Pb 0.17 + 0.10
Se 2.33 4+ 0.73
\Y < 0.39

Zn 43.2 + 4.05

4.3.2.1 Elemental concentration perturbations

The variation of Zn concentrations following the exposure to the waterborne metal is

presented in figure 4.3. Whereas Zn concentrations remained constant in control, Zn concen-
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FIGURE 4.3 — Total inner Zn concentrations (mean 4+ SD; ug g' dw) in juvenile cuttlefish
reared in control and in 2 Zn concentrations (Z1, Z2). Asterisks correspond to significant
differences compared to control (*<0.05, **<0.01, ***<0.001).

trations increased in both conditions with stabilization occurring in Z1 after 4-week exposure
at 302 & 27 ug ¢! dw, and a constant increase in Z2 reaching 959 + 132 ug g! dw after
6-week exposure.

Apart from Zn, the only element showing a variation in total concentration was Mn
(Fig. 4.4). Thus, a dose-dependant decrease of Mn concentration occurred after 2- and 6-
week exposure in Z2 and Z1 conditions, respectively. ANCOVA analysis highlighted a similar
evolution (i.e. slope) in the 3 conditions studied but at different concentration levels (i.e.

y-intercept) for both Zn-exposures (p-values < 0.01 and 0.001 for Z1 and Z2, respectively).

4.3.2.2 Variation of subcellular distribution

The exposure to waterborne Zn induced a global increase of the proportion of soluble Ag,
Cd, Cu and Zn (Fig. 4.5). In Z2, all these elements presented a significant soluble percentage
increase regardless of the exposure time of around 2.2-; 2.0-, 1.2- and 1.4-fold the control level

for Ag, Cd, Cu and Zn, respectively. Notably, their evolution remained similar to those of

114



3.0

—A-- T2
A
—e— Control

2.0

1.5

1.0

. y=-0.08% +2.49

Mn concentration (ug g~ dwt)

y=-0.09x+2.13""
y =-0.09x+1.99™"

0.5

0.0
l

T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 8

Time (week)

FIGURE 4.4 — Total inner Mn concentrations (mean & SD; ug g dw) in juvenile cuttlefish
reared in control and in two Zn concentrations (Z1, Z2). Asterisks correspond to significant
differences between y-intercept compared to control (**<0.01, ***<0.001).
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the control, and only soluble proportions appeared modified. In Z1, similar increase (towards
control condition) of the soluble proportions were measured after 2-week exposure for Ag,
Cd and Zn, for all elements after 4-week exposure, whereas the soluble proportion of each of
these elements was similar to those of the control after 6-week exposure. During the 2 last
weeks exposure, whereas Cd, Cu and Zn soluble proportion increased again, Ag remained

similar to the level in the control.
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FIGURE 4.5 — Soluble Ag, Cd, Cu and Zn proportions (mean £+ SD; %) in juvenile cuttlefish
reared in control and in 2 Zn concentrations (Z1, Z2). Asterisks correspond to significant
differences at each time compared to control (*<0.05, **<0.01, ***<0.001).

4.3.2.3 MT perturbations

According to the linear evolution of MT concentration observed in control and to the lack
of differences between Z1 and the control conditions after 8-week exposure (data not shown),
the global evolution of this parameter was assayed during the first 6-week period. ANCOVA
analysis highlighted no significant difference at Z1 (p-value = 0.17) on MT concentrations,
and significant negative effect at Z2 (p-value = 0.009) (Fig. 4.6).
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FIGURE 4.6 — Evolution of metallothionein concentrations (mean + SD; ug ¢! dw) in ju-
venile cuttlefish reared in control and in 2 Zn concentrations (Z1, Z2) during 6 week post-
hatching. Asterisks correspond to significant differences of metallothionein evolution compa-
red to control (i.e. different slopes; **<0.01).

4.3.2.4 Oxydative stress in digestive gland and gills

Because of the small size of organs and the lack of digestive gland differentiation (in
draft form during the first month post-hatching), first samplings were realized after 1 month
exposure in order to allow individual analysis.

In gills, no effect of Zn exposure on GST, SOD and catalase activities or LPO level were
detected, regardless of the exposure time (data not shown). In contrast, some important
modifications of these parameters were measured in the digestive gland. Indeed, a significant
increase in GST activity was observed in this organ after 4-week exposure to Z2 (Fig. 4.7)
and in Z1 (ANCOVA p-value = 0.026). Notably, GST activity also increased in the digestive
glands of control individuals during the sampling period. SOD activities increased at each
sampling date in Z1 alone (Fig. 4.7), whereas catalase activities significantly decreased after
4-week exposure in Z2, and 6- and 8-week exposure in Z1 (Fig. 4.7). Finally, LPO presented
higher levels after 6- and 8-week exposure in Z1 (Fig. 4.8). Notably, LPO level in the digestive
gland of the control decreased between 4- and 6-week post-hatching.
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FIGURE 4.7 — Glutathione S-transferase, superoxide dismutase and catalase activities (mean
+ SD; respectively in nmol min™ mg™! prot, U mg™! prot, and U mg™ prot) in the digestive
gland of juvenile cuttlefish in control, Z1 and Z2 conditions after 4-week post-hatching and in
control and Z1 conditions after 6- and 8-week post-hatching. Letter above control indicates
its evolution, and asterisks above Z1 or Z2 correspond to significant differences of activity
compared to control (*<0.05, **<0.01).
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FIGURE 4.8 — Lipid peroxidation (mean & SD; nmol MDA ¢! prot) in the digestive gland
of juvenile cuttlefish in control, Z1 and Z2 conditions after 4-week post-hatching and in
control and Z1 conditions after 6- and 8-week post-hatching. Letter above control indicates
its evolution, and asterisks above Z1 correspond to significant differences of activity compared
to control (*<0.05).
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4.4 Discussion

According to French national monitoring of inshore seawater, the values of dissolved metal
concentrations in natural seawater used during this experiment were similar or lower than
national median concentration except for Ag, whith a concentration 4 times higher than na-
tional median (ranged 2-4 ng L!; Boust et al., 2004; Ifremer, 2011; Etourneau et al., 2013;
Chiffoleau et al., 2001; Lachambre et Fisson, 2007a). In order to minimize particle contamina-

tion and dissolved metal concentration, seawater was decanted before to be charcoal-filtered.

4.4.1 Metal homeostasis in juvenile cuttlefish

Elements present in hatchlings at total concentrations higher than previously reported in
cephalopods were As, Cr, Fe, Mn and Ni (Bustamante et al., 2008; Kojadinovic et al., 2011;
Napoleao et al., 2005; Raimundo et al., 2010b, 2014; Miramand et Bentley, 1992; Ichihashi
et al., 2001a,b; Horowitz et Presley, 1977). Among them, As, Fe and to a lesser extent,
Cr, displayed the highest concentrations followed by an important decrease during the first
6-weeks post-hatching (Table 4.1). According to the very important mean content of As
and Fe in hatchlings — 176.3 and 103.4 ug g dw, respectively, and to their low dissolved
concentrations in our rearing seawater — around 1 and 5 ug L', respectively (Boust et al.,
2004; Lachambre et Fisson, 2007b), it is very likely that maternal transfer is the main source
for both elements. Arsenic and Fe accumulation was previously reported in cephalopod genital
tissues : the oviduct gland of the giant squid Architeuthis duz is the tissue containing the
highest As concentration (Bustamante et al., 2008), and high Fe concentrations were found
in the genital tract of female cuttlefish from the English channel (173 + 14 ug g dw) as
well as in eggshells from the same location (398 4+ 64 pg g dw; Miramand et Bentley,
1992; Miramand et al., 2006). In contrast, low Fe concentration was previously reported in
S. officinalis hatchlings from the Mediterranean sea, suggesting an important environmental
influence on this process (Villanueva et Bustamante, 2006). Maternel transfer is also likely to
be the main source of Cr found in hatchlings. Indeed, higher Cr concentration were found in
juveniles of the squid Stenoteuthis oualaniensis than in adults (Ichihashi et al., 2001a), and
higher Cr concentrations were reported in ovary and genital tract of A. dux and S. officinalis

than in other tissues (Miramand et Bentley, 1992; Bustamante et al., 2008). The important
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decrease in total concentration of As, Fe and Cr during the 6 first weeks post-hatching
suggested excretion of these compounds at this period (Table 4.1).

In spite of their low total concentrations in hatchlings, Mn and Ni values (2.67 and 1.71
pg ¢t dw, respectively) were higher than previously reported in whole adult S. officinalis
(Miramand et Bentley, 1992). Because of these low numerical values and the previously
documented ability of Mn to accumulate in cuttlefish embryos through the eggshell (Lacoue-
Labarthe et al., 2010b), but not through maternal transfer (Lacoue-Labarthe et al., 2008a),
high Mn and Ni likely accumulated from seawater during egg development. Consistently,
the dissolved concentrations of Mn and Ni in our rearing seawater was in the upper range of
national median range (i.e. around 7 and 2 pg L! of Mn and Ni, respectively ; Chiffoleau et al.,
2001; Boust et al., 2004). The slow and constant total concentration decreases observed during
the first 6 weeks post-hatching was very likely the result of dilution by growth (Rainbow et
White, 1989) (Table 4.1).

Elements that strongly accumulated in our study were the non-essential elements Ag and
Cd, with around 10- and 4-fold increase, respectively, during the first month post-hatching.
Interestingly, their concentrations stabilized in subsequent time-points (Table 4.1), correlating
with the time of digestive gland maturation (Yim et Boucaud-Camou, 1980). Previous studies
showed that the mature cuttlefish digestive gland contains more than 70 % of the total body
content in both elements (Miramand et Bentley, 1992; Miramand et Guary, 1980; Bustamante
et al., 1998b, 2002b; Miramand et al., 2006). Once in this tissue, Ag is quickly excreted
whereas Cd is stored in a less toxic form. The major difference in accumulation processes
of these elements between juvenile with non-mature digestive gland and adult is the higher
assimilation efficiency by juveniles of contaminants contained in food, as juvenile digestion
is mostly intracellular (Bustamante et al., 2002b, 2004; Yim et Boucaud-Camou, 1980).

The only element with a decrease in its soluble fraction during our study was the non-
essential trace metal Ag. This decrease occurred during the first 6 weeks post-hatching,
underlying the set-up of an efficient detoxification pathway of Ag and correlating with the
digestive gland maturation which is involved in Ag insolubilisation (Bustamante et al., 2006a;
Martoja et Marcaillou, 1993) (Table 4.2).

Other elements with a modification of their subcellular fractionation were the essential

trace metals Co, Cr, Cu, Fe, Se and Zn, with an increase in their soluble proportion (Table
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4.2). All increases occurred during the first 4- or 6-weeks post-hatching and were consistent
with important growth of cuttlefish and essential roles of these elements, such as hemocyanin
synthesis for Cu, vitamin By production for Co and glutathion peroxidase activity for Se.

The determination of positive correlations between soluble and insoluble concentrations
revealed two distinct groups. The first group comprises Ag, Cd, Co, Cu and Zn, all of which
are known to highly accumulate in the cephalopod digestive gland and to have affinity for
sulfur-containing proteins such as MTs (Vasak, 1991; Amiard et al., 2006). In contrast, the
second group is composed of trace metals that do not accumulate in the digestive gland :
As, Cr, Mn and Ni are homogeneously allocated in cephalopod tissues and Fe accumulates
in other organs (Tables 4.3 and 4.4).

The only elements with soluble fraction positively correlated with M'T concentrations in
our study were Cu and Zn, consistent with the major role of MTs in homeostasis of both
elements (e.g. Cosson, 1991; Amiard et al., 2006; Roesijadi, 1992). These correlations are also
consistent with the potential role of MTs in the detoxification process of non-essential metals

such as Ag and Cd (Table 4.3)

4.4.2 7Zn exposures

The Zn accumulation observed during our experiment highlighted the decreasing ability
of juvenile cuttlefish to regulate the Zn-uptake when exposed to dissolved concentrations
equal or above 52 + 3 ug Lt (Z1) (Fig. 4.3). Notably, this treshold appeared low conside-
ring Zn accumulation in other marine organisms such as the crustaceans Palaemon elegans
and Carcinus maenas (Rainbow, 1985; White et Rainbow, 1982) and the bivalve mollusks
Perna viridis (Chan, 1988) which regulated Zn uptake at concentrations above 100 ug L.
Nevertheless, metal uptake appears strongly species specific (e.g. Wang et Rainbow, 2005;
Rainbow, 2002). The stabilization of Zn concentration occurring in Z1 animals after 4-week
exposure (around 302.1 & 26.7 ug gt dw) likely resulted from an equilibrium state between
water and inner concentrations reached in animals rather than from a regulatory process (Fig.
4.3). Indeed, in Z2 conditions, Zn accumulation was observed at all time-points, whereas re-
gulatory processes in other aquatic organisms lead to maintenance of inner concentrations
close to control levels (Chan, 1988; White et Rainbow, 1982; Rainbow, 1985).

Apart from this Zn accumulation, a Zn dose-dependent depletion of total Mn in animals
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was observed during Zn exposures without fractionation or evolution changes (Fig. 4.4). Such
induction on the Mn element due to metal exposure was not previously reported. According
to the similar chemical properties of Mn?" and Zn?" ions, Mn substitution by Zn appears
likely : these elements are both used in enzymes as Lewis acids (McCall et al., 2000; Bock
et al., 1999) and their divalent ions have almost the same radius (0.75 A for Mn?* and 0.74 A
for Zn>" ; Bock et al., 1999). In addition, Mn and Zn are borderline metals without binding
preferences for oxygen, nitrogen and sulfur ligands, and as such are found in the two main
types of metal rich granules in mollusks : those rich in phosphate salts, and those rich in sulfur
salts (Marigomez et al., 2002; Nieboer et Richardson, 1980; Pan et Wang, 2012; Chvapil, 1973).
Our study suggests Zn binding to Mn ligands at high dissolved Zn concentrations (Z1 and
above). Because such Mn?" replacement is most often observed with Mg?", Mg homeostasis
could be an important parameter to survey under Zn perturbation (Bock et al., 1999).

The increase in soluble Ag-, Cd- and Cu fractions observed in Zn-exposed juveniles (Fig.
4.5) differed from those found in similar studies on bivalves which reported some modifications
in metal assimilation due to new ligand synthesis (e.g. MTs, GSH), thus allowing higher metal
uptake (e.g. Liu et Wang, 2014, 2013; Shi et Wang, 2004b; Fraysse et al., 2002; Popham et
D’Auria, 1982). In our study, no assimilation modifications were observed, except for Zn,
in spite of modified subcellular distributions, thus suggesting the absence of Zn-induced
synthesis of new ligand (Mouneyrac et al., 2002). We suggest that insoluble ligands of Ag,
Cd, and Cu become occupied by strongly assimilated Zn, resulting in the observed increase of
their respective soluble fractions. Such increases would have to be regulated by soluble ligands
such as MTs, GSH and/or high molecular weight proteins (HMWP) to avoid the production of
ROS and their associated damages. According to the positive correlation found between MTs
and Zn in control juveniles, the different biological half-life of M'T depending of their cation
linkage and the previously reported shorter half-life of Zn-thioneins, we also suggest that the
lack of MTs increase in Z1 and their decrease in Z2 (Fig. 4.6) may result from their intensive
use by Zn resulting on progressive depletion of the MTs cuttlefish stock (Cosson, 1991; Amiard
et al., 2006). Alternatively, this decrease may result from important MT degradation after
metal transport into lysosomes for metal rich granule formation (Mouneyrac et al., 2002;
Liu et Wang, 2013). The management of Ag, Cd, Cu and Zn could also be assured by other

cytosolic molecules such as the small tripeptide glutathion (GSH) which is one of the most
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abundant sulfur ligands found in most cells (Dickinson et Forman, 2002), and/or HMWP
(Serafim et Bebianno, 2010). Consistent with this hypothesis, a study describing subcellular
fractions of metals in the cuttlefish digestive gland highlighted that a part of cytosolic Cd,
Cu and Zn were linked with compounds of size range similar to GSH and HMWP, whereas
cytosolic Ag was detected only associated with compounds of HMWP size range (Bustamante
et al., 2006a).

Oxidative stress bioassays indicated a lack of gill sensitivity to Zn exposure, suggesting
the absence of Zn accumulation in cephalopod gills, unlike previously reported in bivalves
(Company et al., 2008, 2010; Funes et al., 2006). In contrast, all biomarkers were affected
by Zn exposure in the digestive gland, highlighting increased oxidative stress and reduced
regulation of ROS resulting from Zn accumulation. First, the increase in GST activity after 1
and 2 month-exposure to Z2 and Z1 (Fig. 4.7), respectively, was consistent with an increase in
free metal binding as the GST enzyme conjugates GSH with a great variety of electrophilic
compounds such as metal ions to avoid ROS production (Dickinson et Forman, 2002). A
possible consequence of this elevated GST activity is the depletion in free GSH, further
increasing free metal concentrations (Dickinson et Forman, 2002). Second, the SOD activity
increase measured after 4-, 6- and 8-week exposure to Z1 highligthed an increased ROS
production under the superoxide anion form (O2*"), consistent with a saturation of the metal-
ligation system. SOD activity reduces O5* — the first synthetized oxygen free-radicals, into
Hy0, (Janknegt et al., 2007; Halliwell et Gutteridget, 1984), which is then decomposed into
H,0 and O by CAT (Wang et al., 2013a). The CAT activity decrease observed after 6- and
8-week exposure in Z1 contrasts with the increased SOD activity and suggests an imbalance
in ROS management. This decreased CAT activity may result from previously described
inhibitory effects of Zn, Cd and/or Cu on this enzyme (Chandran et al., 2005; Geret et al.,
2002; Company et al., 2004). The increase in LPO in Z1 after 6-week exposure confirmed such
imbalance occuring simultaneously to CAT decrease (Fig. 4.8). Nevertheless, no effect was
observed before this period, whereas increases in Ag-, Cd- and Zn cytosolic concentrations
were detected starting at 2 weeks of Zn exposure, or 4 weeks in the case of Cu, suggesting a
progressive decrease in the regulation of ROS production.

Our results highlighted the great sensitivity of juvenile cuttlefish to dissolved Zn exposure.

For the first time in a cephalopod, modifications of metal homeostasis by a single metal
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exposure is highlighted. According to these perturbations, our results suggest a low plasticity
of this stage of life to regulate the effects of medium dissolved Zn exposure such as oxydative
stress. The synthesis of new ligands to control accumulation of this element appeared very
limited. Moreover, we studied the ability to control the ROS production in several tissues in a
juvenile cephalopod. Contrary to those of bivalves, cuttlefish gills presented low sensitivity to
Zn contamination compare to digestive gland. In this tissue, damages were recorded after 6-
week exposure in 53 pg L which is a concentration often reached in the marine environment
(e.g. Di Salvatore et al., 2013). Further studies on other pollutants will be necessary to
characterize the breadth of cuttlefish sensitivity to anthropic contamination and confirm its

impact on cuttlefish recruitment, as previously suggested by Gras (2013).
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Chapitre 5

Essails et limites d’une contamination

trophique

De par leur régime carnivore et leurs besoins alimentaires importants pour assurer leur
métabolisme, les céphalopodes sont des modéles d’intérét en écotoxicologie dans le cadre
d’études portant sur la contamination trophique des invertébrés.

Plusieurs travaux ont d’ailleurs été réalisés sur ce sujet (Koyama et al., 2000; Bustamante
et al., 2002b, 2004, 2006¢; Lacoue-Labarthe et al., 2009d; Danis et al., 2005). La plupart des
études menées ont porté sur 'assimilation des métaux et ont montré I'importance du réle de
la glande digestive dans le stockage et/ou I'excrétion des métaux traces tel que 'Ag, ’Am,
le Cd, le Co, le Zn. Dans la plupart de ces études, la voie trophique a été mise en évidence
comme principale voie d’accumulation d’un certain nombre d’éléments (Cd, Co, Hg, Zn) dans
le milieu naturel (Koyama et al., 2000; Bustamante et al., 2002b, 2004; Lacoue-Labarthe et al.,
2009d). Les seuls travaux ayant comparé I’accumulation par cette voie entre un juvénile et
un adulte ont rapporté des différences d’accumulation entre ces deux stades pour la plupart
des éléments étudiés (Bustamante et al., 2002b, 2004, 2006¢). Les auteurs ont expliqué ces
différences par 'immaturité de la glande digestive des juvéniles : digestion majoritairement
intracellulaire et acide & cette période, ou absence de ligands spécifiques a la détoxication
de tel ou tel élément (Lacoue-Labarthe et al., 2009d; Bustamante et al., 2002b, 2004). Les
proies utilisées au cours de la plupart des phases d’exposition trophique de ces études sont des
crustacés adultes du genre Artemia, en raison de leur facilité d’obtention dans le commerce.

Cependant, ce type de proie vivante ne présente pas un profil nutritionnel adapté aux juvéniles
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de céphalopodes (von Boletzky et Hanlon, 1983; Domingues et al., 2001b). Ceci contraint donc
Iexpérimentateur a réaliser des expositions relativement courtes afin d’éviter la dégradation
de I'état des sujets d’étude. Dans le but d’étudier les effets d’une contamination trophique
au Zn du juvénile de seiche sur le long terme, il est apparu indispensable de disposer d’un

type de proie adapté a ce stade de vie.

5.1 Choix de la proie

De nombreuses espéces ont été utilisées en tant que proies pour 1’élevage de juvéniles
de seiche, telles que : le caprellidae Caprella equilibra, les amphipodes du genre FElasmopus
(Baeza-Rojano et al., 2010) et Gammarus (Koueta et Boucaud-Camou, 1999), ainsi que les
espéces Ericthonius brasiliensis et Jassa marmorata (Baeza-Rojano et al., 2010), les mysis
Mesopodopsis slabberi (Koueta et al., 2000; Sykes et al., 2010; Baeza-Rojano et al., 2010; Fer-
reira et al., 2009; Koueta et Boucaud-Camou, 2001; Koueta et al., 2002), Americamysis almyra
(Forsythe et al., 1994), Neomysis integer (Clarke et al., 1989; Grigoriou et Richardson, 2004)
et Schistomysis spp. (Koueta et al., 2000; Koueta et Boucaud-Camou, 2001; Koueta et al.,
2002), Paramysis nouvelli (Correia et al., 2008a,b; Domingues et al., 2001b,a, 2002, 2004),
les crevettes Palaemonetes pugio (Forsythe et al., 1994), Palaemonetes varians (Domingues
et al., 2001a, 2002, 2003, 2004, 2009; Correia et al., 2005, 2008b; Sykes et al., 2003, 2006a,
2009, 2012) et Crangon crangon (Koueta et Boucaud-Camou, 2001; Koueta et al., 2002, 2000;
Domingues et al., 2003; Grigoriou et Richardson, 2004, 2008, 2009), le crabe Carcinus maenas
(Correia et al., 2005; Domingues et al., 2001a), Artemia spp. (Sykes et al., 2010; Domingues
et al., 2001b, et les nombreuses références listées par von Boletzky et Hanlon, 1983) ainsi que
différentes espéces de petits poissons (Forsythe et al., 1994; Domingues et al., 2004; Correia
et al., 2005). Parmi ces animaux, seules les crevettes et les mysis ont été utilisées comme
aliment unique pendant des durées supérieures a 1 mois sans qu’aucune carence ne soit dé-
tectée. De plus, ce sont les proies qui ont conféré aux juvéniles les meilleures performances
de croissance. Cependant, ces proies étaient la plupart du temps issues de prélévements dans
le milieu naturel, ce qui présente deux principaux inconvénients :

— "approvisionnement est variable en fonction de la saison et de ’année de prélévement ;
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— les teneurs et la nature des contaminants présents dans les animaux prélevés peuvent
varier de maniére importante.
On comprend alors 'intérét de disposer d’un élevage permettant d’obtenir, toute ’année, des
animaux dont on contréle ’historique de vie et la teneur en contaminants.

Parmi les décapodes précédemment cités, les différentes espéces du genre Palaemonetes
ainsi que 'espéce Crangon crangon présentent des cycles de vie complexes (écologie différente
selon les stades de vie), impliquant des contraintes en termes de maintenance technique et
biologique. En revanche, certaines espéces de mysis du genre Americamysis sont élevées
depuis le début des années 1980 pour réaliser des tests de toxicité chronique en milieu marin
et estuarien (Breteler et al., 1982; Laughlin et Linden, 1983; Nimmo et Hamaker, 1982), car
elles présentent des caractéristiques appropriées a 1’élevage, c¢’est-a-dire :

— un cycle de vie relativement court dont la durée peut étre modulée ;

— un dimorphisme sexuel marqué a 1’age adulte;

— la possibilité d’utiliser un seul type d’aliment tout au long du cycle de vie.

Nous avons donc choisi ce second groupe de crustacés en tant que proies vivantes pour le
développement d’expériences de contaminations trophiques adaptées a la premiére période

de vie de la seiche S. officinalis (Fig. 5.1).

Céphalothorax ) .
/ Somites thoraciques

Somites abdominaux (1 & 6)

FI1GURE 5.1 — Caractéristiques anatomiques d’'une femelle Mysidacé en vue latérale, modifié
d’aprés Tattersall et Tattersall (1951).

Les espéces du genre Americamysis sont originaires des cotes ouest et sud-ouest des

Etats-Unis, et leur élevage n’est pas assez développé en Europe pour bénéficier d’un approvi-
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sionnement suffisant. Nous avons donc cherché une espéce locale aux caractéristiques proches
de celles d’Americamysis spp.. En raison de la présence fortement variable d’une année a
I’autre et de la faible description des espéces marines, nous avons orienté nos recherches vers
une espéce euryhaline retrouvée en milieu marin, mais particulierement abondante dans les
estuaires des cotes Atlantiques Européennes au printemps et en été : I'espéce Neomysis in-
teger (Tattersall et Tattersall, 1951). Aprés plusieurs périodes de prospection, d’importantes
densités de ces animaux ont été trouvées dans d’anciens bassins ostréicoles proches de la
station marine de Luc-sur-Mer, et ont permis un réapprovisionnement ponctuel en période

estivale au cours de cette étude.

5.2 Description de 1’espéce choisie

Neomysis integer (Leach), 1814 est un petit crustacé, pouvant mesurer jusqu’a 17 mm
de long, a I'aspect de petite crevette translucide. Comme tous les Mysidacés, les femelles
posseédent une poche incubatrice sur la face ventrale du céphalothorax, appelée marsupium,
dans laquelle a lieu lintégralité du développement larvaire (Fig. 5.1). A l'issue de ce dé-
veloppement, des juvéniles d’une taille d’environ 2 mm sont expulsés dans le milieu. Le
marsupium permet de distinguer aisément les femelles des méles qui sont en général plus
petits et présentent un allongement important de leur quatriéme paire de pléopodes servant
a l'accouplement (Fig. 5.2). Cette espéce est la seule du genre vivant en Europe. Elle est eu-
ryhaline (0,1 a 38 psu), eurytherme (0 a 33°C) (Tattersall et Tattersall, 1951) et son régime
alimentaire est qualifié d’omnivore car composé de détritus organiques, de phytoplancton et
de zooplancton (Fockedey et Mees, 1999; Vilas et al., 2008). Bien que d’un point de vue
qualitatif la consommation de composés d’origine végétale semble avoir une importance nu-
tritionnelle non négligeable, les élevages expérimentaux de N. integer utilisent couramment
des nauplii d’Artemia spp. fraichement éclos comme unique alimentation sans rencontrer de
problémes (Wildgust et Jones, 1998; Verslycke et al., 2003; Fockedey et al., 2005; Erk et al.,
2008a,b; Vilas et al., 2008; Fockedey et Mees, 1999).
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Marsupium

FIGURE 5.2 — Principales caractéristiques anatomiques (A) de la femelle (marsupium) et (B)
du male (la fleche indique I'allongement du quatriéme paire de pléopodes) N. integer, modifié
d’aprés Tattersall et Tattersall (1951).
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5.3 Description du systéme d’élevage

Dans le but d’évaluer la faisabilité et les contraintes de I’élevage de N. integer, mais égale-
ment d’étudier son potentiel en tant que proie dans le cadre d’une contamination trophique,
nous avons développé un systeme d’élevage inspiré, d’une part, du systéme décrit dans la mé-
thode 1007.0 de I'US Environmental Protection Agency (EPA) pour la réalisation de tests de
toxicité sur A. bahia (rapporté en Annexe) et, d’autre part, des systémes expérimentaux mis
en place pour 'élevage de mysis au Cefas de Weymouth et & la Marine Biological Association

(MBA) de Plymouth au Royaume-Uni.

5.3.1 Structure d’élevage

Afin de controler les paramétres température et salinité influengant fortement le cycle
de vie de N. integer (Fockedey et al., 2005), nous avons choisi de réaliser une structure
d’élevage en circuit fermé. Contrairement aux circuits ouverts, ce type de systéme permet
également de maintenir constants les parameétres physico-chimiques indispensables au suivi
d’un élevage, mais requiert un systéme de filtration important. La structure expérimentale
d’élevage représentée figure 5.3 a été mise en place.

Cette structure est composée de deux aquariums d’une trentaine de litres dans lesquels
les mysis ont été maintenues et reproduites a des densités inférieures a 20 indiv L' (Fockedey
et al., 2005). Afin de diminuer autant que possible I'accumulation de composés azotés toxiques
(ammonium, nitrites) liée a la maintenance d’un grand nombre d’individus et de maintenir un
pH élevé (> 7,8), un filtre & sable de corail de 10 cm d’épaisseur a été mis en place dans une
troisiéme cuve, dédiée a la collecte des juvéniles ainsi qu’a la filtration. Un filtre extérieur
(EHEIM Professionnel 3 350 (2073)) a également assuré cette fonction ainsi que celle de
pompe & eau (1050 L h'), renvoyant l'eau filtrée dans les cuves contenant les mysis. Pour
éviter la prédation des nouveau-nés par les mysis adultes et permettre leur dénombrement,
un systéme de collecteur a été mis en place dans la troisieme cuve. Cette collecte a été
assurée par un systéme d’aspiration automatique de 1’eau des cuves contenant les mysis,
induit par la différence de hauteur entre ces aquariums et la cuve de filtration (Fig. 5.3). Les
tuyaux d’aspiration étaient munis a leur extrémité d’un filet & mailles de 3 mm permettant

’aspiration sélective des juvéniles libérés du marsupium maternel pendant la nuit (Fockedey,
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CHAPITRE 5.

2005). Par la suite, les juvéniles étaient transférés dans une cuve plus petite dédiée a leur

Suivi.

5.3.2 Conditions d’élevage

Nous nous sommes appuyés sur les travaux de thése de N. Fockedey pour choisir les
valeurs du couple température-salinité (Fockedey, 2005). En effet, elle a mis en évidence
I'influence positive de la température (testée entre 8 a 25°C) et l'influence négative de la
salinité (testée entre 5 & 30 psu) sur la croissance et la mortalité, ainsi que 'apparition de la
maturité sexuelle entre 15 et 25°C et 5 et 15 psu. Afin de maintenir une population sur le
long terme, nous avons donc opté pour le couple 15°C et 15 psu, meilleur compromis entre
la taille des animaux, la production de juvéniles (Fockedey, 2005), et une mortalité moindre.
Outre ces 2 paramétres, 'oxygeéne dissous, le pH, et les concentrations en nitrite et nitrate
ont été régulierement mesurés (méthodes de dosage présentées en Annexe).

Le principal aliment utilisé au cours de cette étude a été le nauplii d’Artemia spp. frai-
chement éclos, a raison de 750 nauplii jr! adulte™ et 250 nauplii jr! subadulte™ (Fockedey
et al., 2005). Une masse de cystes d’Artemia spp. (ZM Brine Shrimp Cysts Premium 260
Grade), adaptée au nombre de mysis a nourrir, était mise a incuber dans de ’eau & environ
15 psu et 28°C, permettant ainsi une éclosion optimale des cystes aprés 24 h. Les nauplii
fraichement éclos étaient ensuite récoltés sur un tamis & maille de 100 pym et distribués aux
mysis. Afin d’éviter ’aspiration des nauplii par le systéme de collecte des mysis juvéniles, le

filtre extérieur était coupé pendant les 4 h suivant I’apport de nauplii dans le systéme.

5.3.3 Suivis

Cette structure a permis de maintenir une population de N. integer pendant une année.
Dans le but d’évaluer la fonctionnalité d’un tel élevage dans ces conditions, la mortalité
des adultes a été suivie sur une période de trois mois (Fig. 5.4), ainsi que la production de
juvéniles et leur mortalité sur une période de deux mois. Quotidiennement, la mortalité a été
déterminée par comptage et la production de juvéniles par comptage du nombre de juvéniles
présents dans le collecteur. Les juvéniles ont ensuite été placés dans une cuve indépendante
dédiée a leur croissance dont 25 % de leau était changée quotidiennement et la salinité

maintenue sous 15 psu. C’est dans cette cuve que la mortalité des juvéniles a été évaluée.
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FIGURE 5.4 — Courbe de mortalité (%) d’une population d’environ 300 adultes de N. integer
suivie sur une période de 3 mois.

Une fois la taille d’environ 10 mm atteinte (taille a laquelle la maturité sexuelle est observée),
ces animaux ont été intégrés aux pools de reproducteurs.

La mortalité moyenne mesurée au cours de ce suivi a été de 5,9 + 1,5 %. L’augmentation
observée apres 8 et 10 semaines de suivi est liée au prélévement d’individus pour la réalisation
des expériences d’accumulation au Zn décrites plus bas. Toutefois, nos taux de mortalité
semblent avant tout indiquer que nos conditions de culture étaient adaptées a la maintenance
de cette espeéce.

Concernant la mortalité des juvéniles, mesurée au cours d’un suivi de deux mois, le taux
moyen était de 10,6 = 7,7 %. Cet écart par rapport au stade adulte est cohérent avec celui
rapporté par Domingues et al. (2000) et est lié a la plus grande fragilité de ce stade de vie. Au
cours de la méme période, la production de juvéniles a été de 3,0 & 1,7 juv jour™. Cette valeur
est trés faible comparée a celles issues des études précédemment citées qui rapportent toutes
une production en juvénile au moins supérieure & 50 mysis par jour (Domingues et al., 1998,
1999, 2000, 2001c). Cela peut a nouveau étre expliqué par les différences de durée des cycles de
vie des animaux étudiés, ainsi que par les importantes populations de géniteurs utilisées dans
ces expériences (> 1000 la plupart du temps). Nous avons estimé que les juvéniles mettaient
entre 75 et 90 jours pour devenir sexuellement matures, ce qui est cohérent avec la littérature
(Fockedey et al., 2005). Le temps nécessaire pour atteindre la maturité sexuelle ainsi que le
faible nombre d’individus utilisés dans cet élevage ont généré un taux de production trop

faible pour pouvoir utiliser ces animaux en tant que proie, dans nos conditions d’élevage.
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FIGURE 5.5 — Représentation d’une structure adaptée a 1’élevage de N. integer a des fins
expérimentales, modifiée d’aprés Domingues et al. (1999).
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5.3.4 Bilan concernant I’élevage de N. integer

Cette expérience préliminaire a permis de mettre en place et de valider un systéme fermé
pour la maintenance et I'élevage du mysidae N. integer.
Nos résultats ainsi que les données de la littérature suggerent que 1’élevage de cet animal

en tant que proie est envisageable & certaines conditions :

1. Utiliser une population de géniteurs relativement grande (> 1000 individus) pour pro-
duire suffisamment d’individus afin d’assurer le maintien de l'effectif de la population

d’origine, et de permettre leur utilisation pour la réalisation d’expériences;

2. Pour une production optimale, utiliser des paramétres adaptés, d’une part, aux phases
de croissance avant la maturité sexuelle, et d’autre part, a la reproduction (Fig. 5.5).
Afin d’optimiser le temps alloué a la croissance sans induire une trop grande morta-
lité, les animaux pourraient étre maintenus a 25°C et 15 psu et nourris uniquement
avec des nauplii d’ Artemia spp., tandis que les animaux servant de géniteurs pourraient
étre maintenus a 15°C et 15 psu (ou a une salinité légérement inférieure), permettant
d’optimiser la survie des géniteurs et des juvéniles (qui sont moins tolérants aux sali-
nités élevées), et nourris avec un supplément algal en plus des nauplii pour éviter de
potentielles carences. Si une alimentation en continue n’est pas possible, deux apport

quotidien en nourriture devront étre effectué;

3. Ce type d’élevage nécessitant une manutention et un suivi importants et réguliers, il n’est

envisageable sur le long terme qu’en présence d’une équipe de deux ou trois personnes.
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Au cours de cette période d’élevage, des essais de contamination au Zn ont également été

réalisés.

5.4 Contamination au Zn de Neomysis integer

En écotoxicologie, N. integer et la plupart des autres espéces de mysis sont utilisées en tant
qu’animaux indicateurs de toxicité, mais peu d’études ont rapporté des données concernant
I'accumulation de contaminants dans ces organismes (Amiard et al., 1980; Amiard-Triquet
et al., 1980; Miramand, 1998). Cependant, la teneur en Zn de 260 ug g poids sec mesurée
dans N. integer & la sortie de ’estuaire de la Seine semblait encourageante quant & sa capacité

a accumuler cet élément (Miramand et al., 1998).

5.4.0.1 Matériel et méthodes

Les travaux de Verslycke et al. (2003) ont montré que la sensibilité de N. integer vis-a-vis
d’un certain nombre d’éléments métalliques (Cd, Hg, Ni, Pb et Zn) est moins importante
que celle d’A. bahia, qui est couramment utilisée outre-Atlantique pour déterminer la toxi-
cité d’eaux marines contaminées. Cette étude a également mis en évidence une plus grande
tolérance au Zn de N. integer a une salinité de 25 psu (96-h LCsy = 1037 pug L'!) comparée a
5 psu (96-h LCsp = 540 ug L1). C’est pourquoi, au cours de notre étude, les expositions ont
été réalisées 4 25 psu a une concentration de 200 ug L' (concentration sublétale correspon-
dant a 1/5 de la 96-h LCsg comme décrit par Erk et al. (2008b)) afin d’étudier le potentiel
d’accumulation du Zn par N. integer.

Une premiére exposition a été réalisée en contaminant ’eau et en échantillonnant des
individus apres 1, 3 et 7 jours. Au cours de la deuxiéme exposition, outre la contamination
de l'eau, les nauplii d’Artemia spp. utilisés comme nourriture ont été mis en balnéation 24
h dans de l'eau de mer & la concentration sublétale de 5 mg Zn L (Martinez et al., 1999),
et les animaux ont été échantillonnés aprés 1 et 3 jours. Dans les deux cas, deux aquariums
ont été utilisés : un pour les conditions controles (C) et un pour les conditions exposées
(E). Quotidiennement, un tiers du volume d’eau était changé pour éviter ’accumulation de
composés toxiques et les paramétres de ’eau mesurés pour s’assurer que les conditions de

maintien n’étaient pas différentes entre C et E. Chaque échantillonnage consistait a prélever
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une dizaine d’individus par aquarium et a les conserver a -80°C, ce nombre de mysis cor-
respondant & une masse d’environ 60 mg de matiére séche nécessaire au dosage du Zn en
triplicata. Le dosage du Zn dissous a été réalisé comme décrit précédemment (partie 3.2.2.2),
tandis que les mysis ont été minéralisées avant de déterminer leur teneur en Zn par spectro-
métrie d’absorption atomique en mode flamme (SAA-F). Chaque lot (C et E) a été lyophilisé
avant d’étre finement broyé dans un mortier en agate préalablement lavé a ’acide (bain a
HNOj3 10% suivi d’un ringage 10 fois a 'eau MilliQ) 18.2 M ecm™). Chaque broyat a ensuite
été réparti dans 3 microbondes en Téflon a raison de 20 mg chacune, et minéralisé dans 5 ml
d’eau régale (mélange d’HNOj3 (69 %, qualité Suprapur) et d'HCI (37 %, qualité Suprapur)
1:3 (v:v), respectivement). La minéralisation a été initiée par une incubation de ce mélange
au moins 30 minutes, qui a ensuite été chauffé au four a micro-ondes (Berghof) suivant trois
étapes conduisant & une montée et un maintien de la température a 205°C pendant 15 min.
La solution obtenue a ensuite été récupérée et son volume ajusté a 25 mL avec de I'eau
MilliQ, avant d’étre analysée par SAA-F. Dans ces conditions, la limite de détection était
de 2,7 ug ¢ ! poids sec. Pour chaque série d’analyses, un échantillon de référence de tissus
de moules (Standard Reference Material® (SRM) 2976, National Institue of Standards and
Technology (NIST)) certifié en métaux a été minéralisé et analysé suivant le méme protocole
afin de valider les dosages (Tableau 5.1). Au cours de ces expériences aucune mortalité n’a

été recensée.

TABLE 5.1 — Concentrations (ug g ! poids sec) en Zn dans les tissus de moule SRM 2976
mesurées (moyenne + SD) et certifiées (moyenne + ICy5).

Standard 7n

Mesuré 131 £ 3
Certifié 137 £+ 13

Mis a part la salinité, les parameétres de 1’eau sont restés proches de ceux de 1’élevage
(Fig. 5.3). Les concentrations en Zn dissous mesurées pendant les 2 expériences menées ont
été sensiblement les mémes : 13,7 £ 3,5 et 12,2 & 1,9 pug L' dans C, et 178 &£ 5 et 178 &+
3 pg Lt dans E, respectivement au cours de la premiére et de la deuxiéme exposition. Les
concentrations relativement élevées en Zn trouvées dans l'eau de la cuve controle peuvent

étre expliquées par une accumulation du Zn dans notre systéme d’élevage et par des teneurs
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élevées en Zn dans 1'eau de mer a proximité du pompage (échantillonnages SOMLIT réalisés
devant la station marine au cours des expériences indiquant des valeurs de 8,7 et 12,7 ug

L.

5.4.1 Reésultats et discussion
5.4.1.1 Premiére exposition

La premiére exposition a mis en évidence une augmentation de la concentration en Zn
dans les animaux a partir de 3 jours d’exposition (Tableau 5.2). Cette accumulation semble
s’arréter aprés 3 jours. En effet, les concentrations mesurées entre 3 et 7 jours d’exposition
sont quasi identiques (73 contre 72 ug ¢! poids sec, respectivement). Cette augmentation est
de l'ordre de 10 a 15 % de la teneur en Zn mesurée dans les animaux de la cuve controle
(64 pg ¢! poids sec). Cette premicre exposition a suggéré que accumulation du Zn dans
N. integer par la voie dissoute était relativement rapide (entre 1 et 3 jours), mais qu’elle
restait faible. En accord avec ces observations, la seconde exposition ne s’est déroulée que

sur 3 jours.

TABLE 5.2 — Concentrations (moyenne 4+ SD; ug g *' poids sec) en Zn dans les tissus de
N. integer en conditions controles (C) et en conditions exposées (E) en fonction du temps
au cours de 'exposition 1. Les astérisques indiquent les différences significatives entre les 2
conditions testées a chaque temps d’exposition (* p<0.05).

Temps d’exposition C E Augmentation (%)
(jours)

0 63 + 2 - -

1 66 £2 7044 7,2

3 63 +£2 73+ 6* 15,6

7 65+ 1 72+ 5* 11,5

5.4.1.2 Deuxiéme exposition

Les résultats obtenus (Tableau 5.3) ont montré que I'utilisation de nauplii d’ Artemia spp.
exposés au Zn en tant qu’aliment induit une accumulation par rapport aux controles (C)
légérement supérieure a celle observée au cours de la premiére exposition (17 a 21,4 % contre

11,5 & 15,6 %). La cinétique d’accumulation semble proche de celle observée précédemment
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avec une augmentation ayant lieu principalement au cours des 24 premiéres heures. Les
concentrations obtenues restent cependant faibles comparées a celles issues d’individus de

Baie de Seine (Miramand et al., 1998).

TABLE 5.3 — Concentrations (moyenne + SD; ug g *' poids sec) en Zn dans les tissus de
N. integer en conditions controles (C) et en conditions exposées (E) en fonction du temps
au cours de 'exposition 2. Les astérisques indiquent les différences significatives entre les 2
conditions testées a chaque temps d’exposition (* p<0.05).

Temps d’exposition C E Augmentation (%)
(jours)

0 52 £ 5 - -

1 54 +4 63 & 2* 17.0

3 534+ 2 65+ 6* 21,4

Il est important de noter que la différence de concentrations en Zn mesurée dans les
mysis C entre la premiére et la deuxiéme exposition est liée a leur origine (64 + 1 vs 53
+ 1 pg g ! poids sec). En effet, les individus utilisés lors de la premiére exposition étaient
issus de 1’élevage, tandis que les individus utilisés au cours de la deuxiéme exposition avaient
été prélevés dans le milieu naturel peu de temps avant. Les concentrations relevées dans les
animaux de la deuxiéme exposition sont cohérentes avec celles mesurées dans des individus
de Destuaire de la Loire (48 4+ 1 pg g ** poids sec; Amiard et al., 1980). Cela confirme les
teneurs en Zn légérement supérieures dans nos eaux d’élevage par rapport au milieu naturel.

Considérant ces résultats, une contamination trophique au Zn des juvéniles de seiches,
sur le long terme en utilisant N. integer, semblait réalisable mais contraignante. En effet,
afin d’assurer une exposition trophique significativement différente des conditions controles,
les juvéniles devaient recevoir une alimentation importante (i.e. 3 mysis juv! jrs!). Bien
qu’envisageable, ce besoin en mysis était assez conséquent. De plus, la tenue d’une telle
expérience sur plusieurs semaines impliquait des contraintes zootechniques considérables.
Ayant de nombreux travaux a mener en paralléle, nous avons choisi de ne pas prolonger ces

essais.
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5.4.2 Bilan et perspectives

Ces essais ont permis de mettre en évidence le potentiel de N. integer en tant que proie
pour la réalisation de contaminations trophiques expérimentales de jeunes céphalopodes.
L’accumulation rapide mais faible du Zn comparée a celle rapportée chez d’autres organismes
(Jung et Zauke, 2008; Zhang et Wang, 2005) est cependant cohérente avec la capacité de cer-
tains crustacés a réguler cet ¢lément (Rainbow et White, 1989). Afin de mieux comprendre
sa cinétique d’accumulation par N. integer, il serait intéressant d’exposer des animaux pen-
dant une plus longue période, a différentes concentrations, en faisant varier les paramétres
température-salinité qui ont une influence forte sur le métabolisme de N. integer et la bio-
disponibilité de I’élément dissous (Verslycke et al., 2003; Rainbow, 1995).

Il serait également intéressant d’étudier I’accumulation d’éléments non essentiels tels que
le cadmium et I'argent. Les organismes régulant souvent moins bien ces éléments, leur bio-
accumulation pourrait donc étre plus importante (Rainbow et White, 1989; Rainbow, 2007).

Enfin, N. integer pourrait étre un organisme particuliérement intéressant dans le cadre
d’études utilisant des radiotraceurs. En effet, cette technique trés sensible permet de dimi-
nuer de fagon importante le nombre d’organismes nécessaires a ’expérimentation tout en
travaillant sur des temps relativement longs. De plus, les résultats obtenus sont directs et
rapides, contrairement aux dosages traditionnels qui nécessitent une série de phases prépa-

ratives relativement longues (Warnau et Bustamante, 2007).
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Caractérisation des hémocytes de Sepia
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des tests de toxicité in vitro
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Préambule

Cette partie rapporte les études réalisées sur les hémocytes de la seiche commune.

Le chapitre six présente la caractérisation des hémocytes de S. officinalis, pré-requis in-
dispensable a toute étude approfondie de ce type cellulaire. Dans ces travaux, nous avons
cherché a 1) confirmer les observations d’études précédentes par des outils jamais utilisés sur
ce type cellulaire (i.e. cytométrie en flux, microscopie électronique), et 2) affiner la compreé-
hension du fonctionnement du systéme immunitaire de ce céphalopode par différents dosages
enzymatiques (i.e. phosphatases acides, lysozymes, POs, inhibiteurs de protéases) dans les
compartiments de ’hémolymphe (i.e. plasma, hémocytes), associés a I’étude de la phagocy-

tose.

Le chapitre sept décrit les tests réalisés afin de 1) déterminer des paramétres de culture in
vitro (i.e. milieu, température, et temps de culture), et 2) étudier les éventuelles perturbations
de la phagocytose et de la production de ROS sur ces cellules, induites par des expositions a

différents éléments traces (i.e. Cd et Zn).

143



144



Chapitre 6

Hemocyte morphology and phagocytic
activity in the common cuttlefish (Sepia

officinalis)

Charles Le Pabic®P°, Didier Goux®¢, Maryline Guillamin®°, Georges Safi®P,

Jean-Marc Lebel®P¢, Noussithé Koueta ®P°, Antoine Serpentini®’

accepté dans Fish € Shellfish Immunology

# Normandie Université, F-14032 Caen, France

> UMR BOREA, MNHN, UPMC, UCBN, CNRS-7028, IRD-207, IBFA Université de Caen
Basse-Normandie, Esplanade de la Paix, CS 14032, 14032 Caen cedex, France

¢ Centre de Recherches en Environnement Cotier, Université de Caen Basse-Normandie, 54
rue du Docteur Charcot, 14530 Luc-sur-Mer, France

4 CMAbio, Université de Caen Basse-Normandie, F-14032 Caen cedex, France

¢ Plateau de cytométrie SFR ICORE, Université de Caen Basse-Normandie, F-14032 Caen

cedex, France

145



CHAPITRE 6.

Abstract

Little is known about the immune system of cephalopods, in spite of their many highly de-
rived characters within the molluscan clade, including a vertebrate-like high-pressure closed
circulatory system. Further the economic importance of cephalopod fisheries, potential for
aquaculture, and use as ecotoxicology models demand a thorough understanding of their
immune system. In this study, we present a comprehensive characterization of hemocytes
in the common cuttlefish S. officinalis. Cytological stainings, electron microscopy- and flow
cytometry-observations highlight a single granulocyte population with various densities of
of eosinophilic granules and unstained vesicles. These hemocytes contain acid phosphatase-,
lysozyme- and proPO system enzymes, and have high activity in bead phagocytosis assays.
Interestingly, bead pre-incubation in plasma results in time-dependent aggregation perhaps
resulting from hemocyanin-coating, and decrease in phagocytosis. This study provides the
basis for understanding hemocyte-mediated immunity in the common cuttlefish, and essential

background for future studies on cephalopod immunity:.

Keywords : Cuttlefish (Sepia officinalis) ; Cephalopod mollusk ; Hemocyte population ;

Enzymatic assay ; Phagocytosis; Plasma opsonization
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6.1 Introduction

Invertebrates resist pathogens despite their lack of adaptive immunity (Loker et al., 2004).
The tremendous variety of invertebrate life histories and ecological niches suggests a great
diversity of immune strategies (Rowley et Powell, 2007). Among Mollusca — one of the most
diverse groups of animals (Ponder et Lindberg, 2008), studies of immunity have mostly focu-
sed on bivalves (e.g. Aladaileh et al., 2007; Allam et al., 2002; Chang et al., 2005; Donaghy
et Volety, 2011; Donaghy et al., 2009a; Hong et al., 2013; Lopez et al., 1997b; Matozzo et al.,
2007; Salimi et al., 2009; Wang et al., 2012; Wootton et Pipe, 2003) and gastropods (e.g.
Accorsi et al., 2013; Barracco et al., 1993; Donaghy et al., 2010; Mahilini et Rajendran, 2008;
Matricon-Gondran et Letocart, 1999; Travers et al., 2008), while few studies have focused on
cephalopods (Castellanos-Martinez et Gestal, 2013; Ford, 1992). Cephalopods are an inter-
esting model because of their (1) vertebrate-like high-pressure closed circulatory system, (2)
high sensitivity to environmental parameters, (3) short-life span and (4) elevated metabolic
rate (Melzner et al., 2007a; Pierce et al., 2008). Moreover, their economical importance has
recently grown in terms of fisheries and aquaculture (e.g. Berger, 2010; Payne et al., 2006;
Reid et al., 2005; Sykes et al., 2006b; Uriarte et al., 2011).

As in other invertebrates, the cephalopod immune system relies on humoral factors and
cell-mediated mechanisms acting together to eliminate invading micro-organisms (Soudant
et al., 2013; Malham, 1996). Humoral factors mainly include lectins (e.g. agglutinins, op-
sonins), antimicrobial factors (e.g. peptides, acid phosphatases, lysozymes), and several si-
gnaling pathways including prophenoloxidase (proPO) and proteolytic cascades (Rowley et
Powell, 2007; Wang et al., 2013b). In contrast, cell-mediated defense mechanisms are primarly
performed by hemocytes (Hes) — cells synthetized in white bodies and freely circulating in
plasma and infiltrating in tissues (Claes, 1996; Cowden et Curtis, 1981). Hcs are of central
importance to invertebrates because of their involvement in numerous physiological func-
tions (Beninger et al., 2003; Donaghy et al., 2009b; Matozzo et al., 2001; Montes et al., 1995;
Mount et al., 2004), including their ability to phagocytose, encapsulate and destroy foreign
particles (Donaghy et al., 2010; Rodriguez-Dominguez et al., 2006; Soudant et al., 2013). In
cephalopods, Hes have mainly been described as a one cell-type population with large lobate
nucleus and abundant granules, able to phagocytose (Bolognari, 1951; Collins et al., 2012;
Cowden et Curtis, 1981; Malham, 1996; Rodriguez-Dominguez et al., 2006). However, these
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Hc descriptions were mainly performed in Octopodidae as well as in the sepiolidae Fuprymna
scolopes and little is known about the immune cellular factors of other cephalopod species
such as the sepiidae (cuttlefish) Sepia officinalis. Because of the distinct ecology of Sepiidae
within Cephalopodia (Boucaud-Camou et Boismery, 1991; Uriarte et al., 2011; Wang et al.,
2003), they may also have distinct immune requirements.

In this study, we performed cytological stainings, electron microscopy and flow cytometry
(FCM) analysis to morphologically characterize S. officinalis Hes. In addition, we investiga-
ted humoral factor localization between plasma and cells, and phagocytic reactions at several
incubation times, temperatures and plasma concentrations. Our results highlighted one gra-
nulocyte population with various densities of acidophilic granules and unstained vesicles.
The Hes, which contained acid phosphatase, lysozyme and proPO system enzymes, had high

phagocytic ability, modulated by plasma in our assay conditions.

6.2 Material and methods

6.2.1 Animals

Thirty-one adult cuttlefish S. officinalis (21.5 £ 3.1 cm mantle length) were obtained from
traps deployed during spring 2011 and 2012 along the Calvados coast (Normandy, France).
Cuttlefish were then conditioned at the Centre de Recherches en Environnement Cotier (Luc-
sur-Mer, Normandy, France) in 4500-L tanks in an open seawater circuit for at least 2 days,
fed with crustaceans Crangon crangon and Carcinus maenas, and starved for 1 day before

experimentation. The sex of each individual was determined.

6.2.2 Hemolymph collection

Before hemolymph sampling and following ethical procedures (Directive 2010/63/EU),
cuttlefish were anesthetized as described by Andrews et al. (2013) through placement for
10 min in seawater containing 2 % ethanol. Between 9 and 13 ml of hemolymph was then
withdrawn from the anterior mantle vein (King et al., 2005) using a syringe with 18-gauge
needle. The sample was transferred into a sterile tube, diluted or not with one volume of

cooled sterile antiaggregative modified Alsever solution (115 mM glucose; 27 mM sodium
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citrate; 11.5 mM EDTA ; 382 mM NaCl pH 7.5; Bachére et al., 1988), depending on the
procedure (see below), and kept on ice to minimize cell clumping. He viability was checked by
mixing one volume of Alsever-diluted hemolymph with one volume of trypan blue solution (0.4
%) and He concentration was determined with non diluted hemolymph using a Thoma cell.

Once sampling was completed, animals were euthanized by increasing ethanol concentration

to 10 % (Oestmann et al., 1997).

6.2.3 Chemicals

Sodium chloride (NaCl), anhydrous and hexahydrate magnesium chloride (MgCly and
MgCly,6H50), calcium chloride (CaCly), bovin serum albumin (BSA), Bradford reagent, tryp-
sin TPCK (N-Tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone), Na-benzoyl-L-arginine 4-nitroanilide
hydrochloride (BAPNA), p-nitrophenyl-phosphate, dimethyl sulfoxide (DMSO), trizma hy-
drochloride (Tris-HCI), trizma base, 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA), tropolone,
hen egg white (HEW) lysozyme, freeze-dried Micrococcus lysodeikticus, sodium phosphate
dibasic dihydrate (NagHPO,4,2H50), citric acid (CgHgO~7), Wright stain, neutral red, L-15 me-
dium (Leibovitz), potassium chloride (KC1), magnesium sulphate heptahydrate (MgSO,4,7H50),
formaldehyde solution, L-glutamine, streptomycin, sodium hydroxide (NaOH), ethylenedia-
minetetraacetic acid (EDTA), trypan blue solution, methanol and HEPES were obtained
from Sigma-Aldrich (France). Halt Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-Free (100X) was ob-
tained from Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA). Ethanol was obtained from Carlo
erba (Milan, Italy). Hemacolor® staining kit was obtained from Merck Millipore (Darmstadt,
Germany). Low melting point agar was obtained from Carl Roth (Lauterbourg, France). All
chemicals used for electron microscopy i.e. glucose, sodium citrate, glutaraldehyde, sodium
cacodylate, sucrose, osmium tetroxide (OsQy), propylene oxide, araldite resin, uranyl acetate

and lead citrate were obtained from Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA, USA).

6.2.4 Morphological characterization of S. officinalis Hcs

6.2.4.1 Hemolymph cell monolayer stainings

T™

For He staining, one drop of hemolymph was placed on a Thermanox" " coverslip (Thermo

Fisher Scientific, Waltham, USA) and allowed to adhere for 30 min at 15°C. Before staining,
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coverslips were rinsed in Molluscan Physiological Saline (MPS; 0.4 M NaCl, 0.1 M MgSO,,
20 mM HEPES, 10 mM CaCl, and 10 mM KCI modified after Lowe et al. (1995)) to remove
plasma. Hemacolor® staining was performed according to the manufacturer’s recommenda-
tions. Wright staining was performed after 1 min air-drying by 1 min dehydration in absolute
methanol, following by 1 min in Wright solution (0.66 % in methanol), then diluted (1:4) in
distilled water during 4 min and rinsed. To highlight the cell lysosomal system, neutral red
(NR) uptake was performed by incubating cells for 30 min in NR solution (1:500; NR stock
solution (20 mg NR/ml DMSO):MPS) in a moist chamber at 15°C, before observation.
Freshly spread Hecs were observed using an inverted binocular microscope (Leica® DM
IRB, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Stained Hc observations were carried out with
a Nikon Eclipse 80i light microscope with computer-assisted microscopic image analysis sys-

tem, NIS-elements D 2.30 software (Nikon®, Champigny-sur-Marne, France).

6.2.4.2 Electron microscopy

After 10 min 300 x ¢ centrifugation, Hc pellets (N = 5) were rinsed with MPS and
fixed in 3.2 % glutaraldehyde in 0.31 M sodium cacodylate buffer, with 0.25 M sucrose (pH
7.4) during for 90 min at 4°C. The cells were washed 3 times in rinsing solution (0.4 M
sodium cacodylate, 0.3 M sucrose, pH 7.4). Then, cells were post-fixed 1 h with 1 % OsOy4
in cacodylate buffer 0.2 M, with 0.36 M sucrose (pH 7.4) at 4°C (protected from light), and
washed in rinsing solution.

For scanning electron microscopy (SEM), cells were sedimented for 7 days on Thermanox™
coverslip coated with poly-I-lysine (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) during several
days. They were then dehydrated in progressive bath of ethanol (70-100 %) and critical point
dried (Leica® EM CPD030). Finally, cells were sputtered with platinum and observed with
scanning electron microscope JEOL 6400F. Freshly sampled cell diameters were determined
by measuring 100 cells per cuttlefish (N = 5).

For transmission elecron microscopy (TEM), cells were pellet in 2 % low melting point
agar at 40°C, and then dehydrated through increasing concentrations of ethanol (70-100 %)
and propylene oxide 100 %, embedded in araldite resine and allowed to polymerise for 48

h at 60°C. Ultrathin sections were done and contrasted with 2.5 % uranyl acetate diluted

in 50 % ethanol for 30 min and contrasted for 5 min in Reynold’s lead citrate (Venable et
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Coggeshall, 1965). Finally, cells were observed by transmission electron microscope JEOL

1011 and images were obtained with Camera Megaview 3 and Analysis Five software.

6.2.5 Biochemical analysis
6.2.5.1 Enzyme extraction

Hces and plasma were separated in non diluted hemolymph by 500 x ¢ centrifugation for
10 min at 4°C. Plasma was then removed, checked for absence of Hc¢ microscopically, and
stored in aliquots at -80°C until analysis. Upon complete plasma removal, Hc pellets were
gently rinsed in either Tris buffer pH 7 (0.1 M Tris-HCI, 0.45 M NaCl, 26 mM MgCl, and
10 mM CaCly) for phenoloxidase (PO) assays (Luna-Acosta, 2010) or Tris buffer pH 8 (10
mM Tris-HCl and 150 mM NaCl) for acid phosphatase, lysozyme and protease inhibitor (PI)
assays (Safi, 2013). Cells were resuspended at 10 x 10° cells mL™ in same extraction buffer
and sonicated at 60 W for 20 s. Cell extracts were then centrifuged at 10,000 x g and their

supernatant aliquoted and stored at -80°C until analysis.

6.2.5.2 Enzymatic assays

All activities were expressed in relation to protein concentration measured by the Bradford
method (Bradford, 1976) using BSA as standard.

Total acid phosphatase activity was determined according to Moyano et al. (1996) using
p-nitrophenyl-phosphate 2 % as substrate in a 1 M Tris buffer at pH 3. Then, 10 uL of
supernatant was added to 10 pL of substrate in 96-well flat bottom plates (BD, USA). After
30 min incubation at 25°C, 100 pl. of NaOH 1 M were added to stop the reaction. The
absorbance was measured at 405 nm using a Mithras LB 940 luminometer (Berthold, Thoiry,
France). Total acid phosphatase activity was expressed as specific activity (U mg™ protein)
where one enzymatic unit corresponded to the absorbance recorded after incubation.

Lysozyme activity was quantified according to Malham et al. (1998b). Fifty uL. of HEW
lysozyme (85 ug mL! in Tris buffer pH 8 described in section 2.5.1.) standard was serially
diluted in triplicate in 96-well flat bottom plates (BD, USA). Fifty uL of each sample was
added in triplicate to the 96-well plates as well as 50 pul. of Tris buffer pH 8, as blanks.
One hundred and fifty uli of the substrate, freeze-dried M. lysodeikticus (75 mg/100 mL of
phosphate/citrate buffer pH 5.8 (NayHPO,4,2H50, 4.45 g/250 mL distilled H,O ; C4gHgO~, 2.1
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g/100 mL distilled HoO ; NaCl, 0.09 g/100 mL buffer), was added to each well. The reductions
in turbidity in the wells were read on Mithras LB 940 luminometer (Berthold, Thoiry, France)
at 25°C for 5 minutes at 10 second intervals at 450 nm using negative kinetics. Lysozyme
concentrations were calculated from the standard curve (ug HEW lysozyme equivalent mL™).
Final lysozyme-like activity was thus expressed as ug HEW lysozyme eq. mg™! protein.

As described by Malham et al. (1998b) and Thompson et al. (1995), PI activity was
measured by transferring 20 uL of sample and 10 uL of trypsin TPCK (100 pug mL™ of 0.05
M Tris buffer pH 8) in 96-well flat bottom plates (BD, USA), and mixed at room temperature
for 5 minutes. In parallel, intrinsic trypsin activity was measured by replacing 10 uL of trypsin
by Tris buffer pH 8 described above (section 2.5.1.). A positive control was used by replacing
the sample with Tris buffer pH 8. Two hundred ul. of BAPNA substrate solution (5.2 mg
BAPNA mL' DMSO) in 10 mL of 0.01 M trizma base buffer pH 7.4) was added to each well
and incubated for 15 minutes at room temperature. Absorbance was read at 405 nm using
Mithras LB 940 luminometer (Berthold, Thoiry, France), and PI activity was expressed as
the percentage of trypsin sample inhibition (TI) compared to the positive control.

In order to partly discriminate PO synthesis and activation site, we took care to avoid
unwanted activation of proPO during each step of the experiment. PO-like activity was
measured spectrophotometrically by recording the formation of o-quinones, as described by
Luna-Acosta (2010) with slight modifications to distinguish artificially activated PO (APO)
(corresponding to PO-like activity resulting from zymogenic PO (proPO) activation plus al-
ready ‘active’ form) and in vivo ‘active’ PO form (Le Pabic, 2014). PO assays were conducted
in 96-well flat bottom plates (BD, USA). L-DOPA was used as substrate, at a final concen-
tration of 10 mM (Luna-Acosta, 2010) and prepared extemporaneously in Tris buffer pH 7
described above (section 2.5.1.). Tropolone (10 mM) and trypsin TPCK (1 g L) were used
respectively as PO inhibitor and elicitor as previously described in S. officinalis (Lacoue-
Labarthe et al., 2009a; Le Pabic, 2014). To avoid uncontrolled proPO activation by intrinsic
proteases, Halt Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-Free (1X) wide spectrum PI was used.
For each sample, autoxidation of sample, ‘basal’, ‘inhibited’ and ‘activated’ PO-like activi-
ties were measured. For non-enzymatic sample autoxidation, 10 uL. of sample was mixed
with Tris buffer pH 7. For ‘basal’ PO-like activity, 10 uL. of sample was firstly mixed during
10 min with 1.4 uL Halt Protease Inhibitor Cocktail (100X), followed by adapted volume
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of Tris buffer pH 7 and 80 pL. L-DOPA. Similarly, for inhibited or APO-like activity, 10
pL of sample was mixed with 10 pL of tropolone (140 mM) or trypsin TPCK (14 g L),
Tris buffer pH 7 and 80 plb L-DOPA. Each measurement was systematically controlled by
replacing sample by buffer, always in a final volume reaction of 140 ug. Immediately after
L-DOPA addition, PO-like activities were monitored at 25°C for 5 h using Mithras LB 940
luminometer (Berthold, Thoiry, France) at 490 nm (Luna-Acosta, 2010). When an inhibited
PO-like activity was measured, this value was subtracted from APO and PO-like activities.
Tropolone, with its copper chelator and peroxidase substrate properties, ensured that PO-like
activity alone was detected (and not peroxidase). Results were also systematically corrected
for non-enzymatic autoxidation of the substrate and were expressed in enzyme unit (1 U)

per mg of total protein. One U corresponded to an increase of 0.001 in the absorbance per

min at 25°C (Le Pabic, 2014).

6.2.6 Flow cytometry (FCM) analysis

FCM analyses were performed using a Gallios flow cytometer (Beckman Coulter). In our
study, excitation light was provided by a 22 mW blue diode (488 nm), and fluorescence was
collected in the FL1 channel with a 525 nm bandpass filter. For each sample about 20,000

events were acquired. Data were analysed using Kaluza software (Beckman Coulter).

6.2.6.1 Freshly sampled Hc cytomorphology

Hc morphology was based upon relative flow-cytometric parameters, Forward Scatter
(FSC) and Side Scatter (SSC). FSC and SSC commonly measure particle size and inter-
nal complexity, respectively. Internal complexity, also reported as granularity, depends upon
various inner components of the cells including shape of the nucleus, amount and types of cy-
toplasmic granules, cytoplasmic inclusions and membrane roughness (Donaghy et al., 2012).
Freshly withdrawn Hc was pelleted by 300 x ¢ centrifugation for 5 min at 4°C, rinsed in
MPS, before to be fixed in 3.7 % formaldehyde in MPS and kept in dark at 4°C until FCM

analysis.

153



CHAPITRE 6.

6.2.6.2 Phagocytosis assays

Evaluation of phagocytosis was based on the ingestion of carboxylate-modified FluoSpheres®
beads (1.0 ym, yellow-green carboxylate-modified FluoSpheres®, Molecular Probes) by Hcs.
Phagocytosis was expressed as (i) the percentage of cells that had ingested three or more
microbeads (Auffret et al., 2006; Hégaret et al., 2003; Allam et al., 2002), and (i) the average
number of microbeads per phagocytic Hes (Donaghy et al., 2010).

Hemolymph-diluted Alsever solution was used to plate Hes at 1.0 x 10° cells per well in
6-well plates, into which three volumes of sterile artificial seawater (25.5 g L', NaCl, 6.4 g
L1, MgSOy, 5.2 g Lt Hepes, 1.1 g L't CaCly, 0.75 ¢ L't KC1 pH 7.4) were added to allow
cell adhesion. After 60 min of incubation in dark at 15°C, supernatant was removed and cells
were covered with 1 mL modified sterile Leibovitz L-15 medium pH 7.6 (20.2 g L! NaCl, 0.54
g LT KCL, 0.6 g Lt CaCly, 1 g Lt MgSO,,7H,0 and 3.9 g L't MgCly,6H,0) (Domart-Coulon
et al., 1994), supplemented with 2 mM L-glutamine, 100 pg mL™? streptomycin and 60 ug
mL"! penicillin G into which FluoSpheres® were added at a ratio of 1:100 (Hc:beads). Hes

from same individual cuttlefish were analyzed at each time.

In vitro impact of time and temperature

Hces were collected from 5 cuttlefish as described in section 2.2. To determine temperature-
dependence of S. officinalis phagocytosis, three different temperatures were investigated ;
one physiological temperature (15°C) and two temperatures (4 and 25°C) out of the thermal
window determined by Melzner et al. (2007b) with 15°C-acclimated cuttlefish. In this context,
media with FluoSpheres® were acclimated to different working temperatures before addition
to Hes. Then, 6-well plates were placed in dark at 4, 15 and 25 COs-free incubators, during
30, 60, 120 and 180 min incubation. Afterwards wells were rinsed with MPS to remove bead
excess, following by gentle scrapping and centrifugation at 300 x ¢ for 5 min at 4°C. Resulting
supernatants were removed, pellets resuspended in 3.7 % formaldehyde solution in MPS and

stored in the dark at 4°C until FCM analysis.

In vitro impact of plasma concentrations
To study the plasma opsonization process, FluoSpheres® were added to modified L-15 me-

dium mixed with cell-free plasma at 0 (as control), 1, 10 and 50 %. These mixtures were
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incubated at 15°C during 1 h before homogenization and addition to cells. After 2 h incuba-
tion at 15°C, cells were treated as previously described for FCM analysis.
In parallel, bead phagocytosis was performed in modified L-15 medium or 100 % plasma,

and Hcs analysed by TEM as described in section 6.2.4.2

6.2.7 Data analysis

Residual distributions were tested for normality (Shapiro test) as well as homogeneity of
variances (Levene test). Student’s ¢-test was used to compare He concentrations between male
and female individuals, specific activities between Hc and plasma compartments, PO- and
APO-like activities in each compartment, and phagocytic parameters between control and se-
veral plasma treatments. One-way analysis of variance (ANOVA) followed by non-parametric
pairwise permutational {-tests (N <30) was used to determine the impact of temperature on
phagocytic parameters at each time. Analysis of covariance (ANCOVA) was used to compare
phagocytic parameter time-evolution as function of the temperature. All results are expressed
and displayed as mean + standard deviation (SD). The statistical significance was designed

as being at the level of p<0.05. R software was used for statistics and graphics.
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TABLE 6.1 — Reported circulant hemocyte concentrations (mean 4 SD and range x 10° cell
mL™1) in cephalopod, gastropod and bivalve mollusks.

Species N Concentration Range Authors

Cephalopod

Loligiginidae

Sepioteuthis lessoniana 18 2.80 + 4.24 - Heming et al. (1990)
Sepiidae

Sepia officinalis 31 7.23 £+ 5.62 0.92 - 20.31 Present study

Sepiolidae

Euprymna scolopes - 5.0 - Collins et Nyholm (2010)
Octopodidae

Eledone cirrhosa >5 >10.0 - Malham et al. (1998a, 2002)
Octopus vulgaris 28 10.67 4+ 7.32 2.3-25.0 Rodriguez-Dominguez et al. (2006)
0. vulgaris 92 10.3 = 7.77 0.49 - 32.0  Castellanos-Martinez et al. (2014)
Gastropod

Ampullariidae

Pomacea canaliculata 3 1.1£0.1 - Accorsi et al. (2013)
Haliotididae

Haliotis discus discus 38 2.24 - Donaghy et al. (2010)
Haliotis tuberculata 40 6.0 + 0.7 - Travers et al. (2008)
Planorbidae

Biomphalaria tenagophila 10 0.25 + 0.13 0.11 - 0.55  Barracco et al. (1993)
Turbinidae

Turbo cornutus 35 1.50 - Donaghy et al. (2010)
Bivalve

Cardiidae

Cerastoderma edule 10 4.54 £ 2.21 - Wootton et al. (2003)
Cerastoderma glaucum 10 0.55 + 0.22 - Matozzo et al. (2007)
Mytilidae

Muytilus edulis 10 5.68 + 3.63 - Wootton et al. (2003)
Perna perna 60 3.41 + 1.77 - Barracco et al. (1999)
Perna viridis 20 1.30 £ 0.35 0.73-2.20  Donaghy et Volety (2011)
P. viridis 6 5.54 + 1.30 - Wang et al. (2012)
Ostreidae

Crassostrea ariakensis 15 0.71 + 0.22 0.33-1.23  Donaghy et al. (2009a)
Crassostrea virginica - - 0.65 - 2.80  Goedken et De Guise (2004)
Pectinidae

Argopecten irradians >20 379 - Zhang et al. (2006)
Pharidae

Ensis siliqua 10 6.48 + 2.50 - Wootton et al. (2003)
Semelidae

Scrobicularia plana >10 2.99 - Wootton et Pipe (2003)
Tridacnidae

Tridacna crocea 6 - 0.3-2.6 Nakayama et al. (1997)
Unionidae

Cristaria plicata 30 2.37 £ 0.51 - Xie et al. (2011)
Veneridae

Chamelea gallina 120 - 1.2-24 Pampanin et al. (2002)
Macrocallista nimbosa 41 1.08 & 0.47 0.12-2.06  Donaghy et al. (2012)

M. nimbosa 40 0.99 + 0.52 0.26 - 2.2 Jauzein et al. (2013)

In dtalic :

SD calculated from SE or Clgs

157



CHAPITRE 6.

6.3 Results and Discussion

Little is known about cephalopod Hces, while He populations have been extensively studied
in other mollusks (bivalves and gastropods). Our study provides the first-description of the
circulating He population in the cuttlefish S. officinalis using FCM and electron microscopy.

We also report biochemical- and phagocytosis analysis of He interaction with plasma.

6.3.1 Hc viability and concentration

Hc viability in all cuttlefish used in this study was higher than 99 % (data not shown),
and no Hc concentration difference was observed between males (7.20 + 5.70 x 10° cells
mL1; N=18) and females (7.27 + 5.75 x 10° cells mL'; N=13). Consequently, we obtained
a mean Hc concentration in hemolymph of S. officinalis of 7.23 4 5.62 x 10° cells mL™*
ranging from 0.92 to 20.31 x 10° cells mL". This mean concentration and concentration va-
riability are consistent with reports on cephalopod Hes (Table 6.1). Although highly variable,
the Hc concentration of S. officinalis appeared slightly higher than that of the loliginidae
Sepioteuthis lessoniana, similar to that of the sepiolidae Fuprymna scolopes, and lower than
that of Octopodidae, where the highest He concentrations within cephalopods are found (10
x 108 cells mL1) (Castellanos-Martinez et al., 2014; Collins et Nyholm, 2010; Collins et al.,
2012; Heming et al., 1990; Malham et al., 2002, 1998a; Rodriguez-Dominguez et al., 2006).
Generally, Hes of gastropod and bivalve mollusks appear less concentrated with most values
ranging between 1 and 5 x 10° cells mL? (Table 6.1), albeit with population-dependent
variation (Donaghy et Volety, 2011; Santarém et al., 1994; Wang et al., 2012).

6.3.2 Hc identification and characterization
6.3.2.1 Light microscopy

After adhesion, fresh cuttlefish Hcs rapidly displayed many thin pseudopodia, and most
cells contained refringent and non-refringent granules of various densities in their cytoplasm
(Fig. 6.1). Among different stains used, Wright’s differential staining allowed the best obser-
vation of spontaneously adhering Hes. A single cell type with large, lobate nucleus, slightly
basophilic cytoplasm and acidophilic granules was identified (Fig. 6.2A). Lucent vesicles were

also observed in the cytoplasm of some cells. NR uptake revealed dense lysosomal system in
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FIGURE 6.1 — Freshly adhesive Sepia officinalis hemocytes presenting refringent (arrowhead)
and non-refringent (arrow) granules. Inset : hemocytes completely spread

FIGURE 6.2 — Stained S. officinalis freshly adhesive hemocytes; (A) Wright staining high-
lighting large nucleus (n), slightly basophilic cytoplasm, acidophilic granules (arrow) and
lucent granules (arrowhead) in spread hemocytes; (B) Neutral red uptake staining of two
hemocytes highlighting lysosomal system.
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most cells (Fig. 6.2B). According to the classification of bivalve Hes, 2 main classes are usually
accepted : granulocytes with cytoplasmic granules and hyalinocytes with few or no granules
(Cheng, 1981). Based on the high granule density found in most Hes, we classify S. officinalis
Hcs as granulocytes. These observations are consistent with the majority of studies performed
in Octopodidae (Bolognari, 1951; Cowden et Curtis, 1981, 1973; Kondo et al., 2003; Malham,
1996), Sepiidae (Claes, 1996) and Sepiolidae (Collins et al., 2012; Heath-Heckman et McFall-
Ngai, 2011), which reported one granular cell population circulating in the hemolymph and

also called macrophage-like He (Cowden et Curtis, 1981; Nyholm et McFall-Ngai, 1998).

6.3.2.2 Electron microscopy

SEM observations of circulating cuttlefish Hes showed a single cell type of 10.3 £ 0.8
pm in diameter and able to form numerous pseudopodia (Fig. 6.3A-B), consistent with the
above described light microscopy observations. This cell size is consistent with the 8-10 pm cell
diameter measured on non-circulating mature Hcs in the cuttlefish white bodies (leukopoietic
tissues) (Claes, 1996) and appeared slightly lower than Hc size of octopods O. vulgaris and
E. cirrhosa Hes : 11.6 £ 1.2 and 12-15 pm, respectively (Castellanos-Martinez et al., 2014;
Stuart, 1968).

TEM observations of circulating Hes highlighted a large lobate nucleus without nucleoli
but highly condensed chromatin mainly localized along the inner surface of the nuclear mem-
brane (Fig. 6.3C). The cytoplasm of most cells contained various sizes and densities of two dis-
tinct inclusion types (Fig. 6.4A) : electron-dense granules corresponding to lysosomes (Claes,
1996), and electron-lucent membrane-surrounded vesicles, containing various densities of mo-
lecules with similar size and circular shape as Hey molecules (Fig. 6.4B-C; (Bergmann et al.,
2006; Boisset et Mouche, 2000; Dilly et Messenger, 1972; Martoja et Marcaillou, 1993; Muzii,
1981)). These molecules are referred to as Hey-like hereafter. In contrast to E. cirrhosa and
0. vulgaris Hes, neither different electron-dense granules nor lipid droplets were observed
(Castellanos-Martinez et al., 2014; Cowden et Curtis, 1981; Malham, 1996), suggesting dif-
ferent granule contents between these cephalopods. Mitochondria, Golgi apparatus and rough
endoplasmic reticulum that often surrounded the nucleus were also observed in these cells

(Fig. 6.3C inset).
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FIGURE 6.3 — Electron micrographs of S. officinalis circulating hemocytes. (A) Scanning elec-
tron micrograph of several hemocytes showing similar aspect ; (B) Scanning electron micro-
graph of one hemocyte producing many pseudopodia; (C) Transmission electron micrograph
of circulating hemocytes presenting caracteristic lobate-nucleus (N) with highly condensed
chromatin along the inner surface of the nuclear membrane, well-developped rough endoplas-
mic reticulum (rER), electron-dense lysosomal vesicles (arrow) and electron-lucent vesicles
(arrowhead). Bar : 1 um. Inset : high magnification of mitochondria (m) and Golgi apparatus
(G). Bar : 0.1 pm.
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FIGURE 6.4 — Electron micrographs of S. officinalis circulating hemocytes. (D) Transmission
electron micrograph of circulating hemocytes presenting numerous vesicles; electron-dense
lysosomal granules (arrow) and electron-lucent vesicles (arrowhead). Bar : 0.5 pm. (E-F)
Electron-lucent vesicles showing inner hemocyanin-like molecules (small arrow). Bars : 100
nm.

6.3.3 Enzymatic assays

Hydrolytic enzyme lysozymes and acid phosphatases were detected in Hc extract alone
(Table 6.2), consistent with their known lysosomal distribution (Blasco et al., 1993; Fiotka
et al., 2012). These data are in agreement with carbohydrates and acid phosphatases detected
by stainings in E. cirrhosa Hes (Malham et al., 1998a) and suggest their synthesis in S.
officinalis Hes or earlier during their maturation (Cowden, 1972; Malham et al., 1998a).
PT activities were exclusively found in plasma (Table 2), corresponding at least in part to
the already described as-macroglobulin activity — the second most abundant protein in S.
officinalis plasma (Armstrong, 1992; Theggersen et al., 1992; Vanhoorelbeke et al., 1994).
Interestingly, PIs were recently reported in E. cirrhosa and E. scolopes Hes (Collins et al.,

2012; Malham, 1996), underlying the need for future investigations.
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TABLE 6.2 — Specific activity repartition in hemolymph compartments : hemocyte (10 x
10% cell mL™') and plasma. Asterisk (*) indicates significance between PO- and APO-like
activities in each compartment (p<0.05).

Specific activity N Hemolymph compartment

Hc Plasma
Acid phosphatases (U mg prot™!) 9 23.5 + 10.6 0.1 +£0.1
Lysozymes (ug HEW lysozyme eq. mg prot™) 10 21.9 +£ 9.0 0.1+0.1
PIs (tryspin inhibition %age) 9 0.0 31.8 + 14.6
PO-like (U mg prot™!) 10 20.3 £ 9.5 2.6 £ 1.0
APO-like (U mg prot™) 30.5 4 7.4% 29+ 0.9

PO-like activities were measured in both hemolymph compartments (Table 6.2). Siddi-
qui et al. (2006) showed in S. officinalis that plasma-associated PO-activity resulted from
Hcy, which molecule shares a structurally and functionally equivalent active site with POs
(Campello et al., 2008). Therefore, PO-like activities found in He extracts probably result,
at least in part, from Hcy presence in electron-lucent vesicles (TEM analysis). We note that
PO activity was not previously detected in cephalopod Hcs. In contrast, proPO activation —

the difference between PO- and APO-like activity, occurred in He extract alone (p=0.01).

6.3.4 FCM analysis
6.3.4.1 Fresh Hc cytogram

According to the criteria of cell size (FSC) and cell complexity (SSC), FCM supported
the presence of a single He population in cuttlefish (Fig. 6.5A), albeit with variable internal
complexity in some individuals (Fig. 6.5B), consistent with the above described TEM ob-
servations. Notably, recent O. vulgaris He characterization using TEM and CMF reported 2
circulating granulocyte morphs based on size, which were interpreted as different maturating
stages of the same cell type (Castellanos-Martinez et al., 2014). Consistently, a study of S.
officinalis He synthesis suggested a He maturation model with a single cell precursor (Claes,
1996). This cephalopod organization is distinct from that of bivalves and gastropods, where
most He studies reported several circulating He types derived from one or more cell precur-
sors (e.g. Accorsi et al., 2013; Donaghy et al., 2010, 2009a; Hong et al., 2013; Mahilini et
Rajendran, 2008; Matozzo et al., 2007; Prado-Alvarez et al., 2012; Rebelo et al., 2013; Salimi
et al., 2009; Travers et al., 2008; Wang et al., 2012). Our results further support the presence
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of a single mature circulating cell type in the Hc population of cephalopods.
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FIGURE 6.5 — Flow cytometer bivariate plots showing distributions of particle size (FSC) wvs
internal complexity (SSC) of fresh Hes of S. officinalis. Insets representing histogram of both
variables. (A) Typical cuttlefish dot-plot; (B) Dot-plot showing wide internal complexity
(SSC) distribution sometimes observed.

6.3.4.2 Phagocytosis experiments
6.3.4.3 Time and temperature

Both phagocytosis parameters (i.e. percentage of phagocytic Hes and quantity of ingested
beads) appeared time-dependent at all temperatures tested (Fig. 6.6).

After 30 min, 35.5 & 8.1, 40.1 £ 6.6, and 41.7 & 9.7 % of cells were phagocytic at 4,
15 and 25°C, respectively, subsequently reaching 63.3 4+ 7.2, 70.6 + 10.9 and 69.8 + 12.0
% after 180 min (Fig. 6.6A). These phagocytic percentages are consistent with previous
observations of Hes in O. vulgaris and E. cirrhosa where 50 and 70 % of phagocytic cells
were reported, respectively (Malham et al., 1997; Rodriguez-Dominguez et al., 2006). In
contrast, a lower phagocytic percentage (< 13 %) was recently reported for O. vulgaris Hes
after 120 min incubation at 15°C (Castellanos-Martinez et al., 2014). The filtered seawater
used as media during this in vitro experiment may account for this lower rate. Overall, our
results are among the highest phagocytic percentages reported among mollusks, regardless
of experimental conditions (e.g. Carballal et al., 1997b; Cima et al., 2000; Di et al., 2013;
Donaghy et Volety, 2011; Donaghy et al., 2010, 2009a; Gorbushin et Takovleva, 2007; Hong
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FIGURE 6.6 — Graphs representing evolution of phagocytic parameters function of time (30,
60, 120 and 180 min) at three temperatures (4, 15 and 25°C) (N = 5); (A) Phagocytic
hemocyte percentages and (B) engulfed bead number.

et al., 2013; Jauzein et al., 2013; Nakayama et al., 1997; Ordas et al., 1999; Prado-Alvarez
et al., 2012; Travers et al., 2008; Wang et al., 2012; Wootton et Pipe, 2003; Xue et al., 2001).

The time-dependent evolution of phagocytosis measured in our study is consistent with
previous findings on Hes of mollusk bivalves (Canesi et al., 2002; Cima et al., 2000; Donaghy
et Volety, 2011; Hong et al., 2013; Ordas et al., 1999) and gastropods (Adema et al., 1991;
Donaghy et al., 2010; Travers et al., 2008), but also crustacean (Raman et al., 2008) and fish
blood cells (Harford et al., 2006). Within cephalopods, Malham et al. (1997) showed similar
evolution on E. cirrhosa Hes, whereas Rodriguez-Dominguez et al. (2006) reported constant
O. vulgaris He phagocytic percentages from 45 to 120 min incubation at 22°C.

Notably, temperature sensitivity appears species-specific in cephalopods, as no effects
were observed in our study, whereas negative effects of low temperature (4-10°C) were re-
ported on He phagocytosis rate in O. vulgaris (Rodriguez-Dominguez et al., 2006), and E.
cirrhosa (Malham et al., 1997). Although temperatures used were extremes and out of the
thermal window of 15°C-acclimated cuttlefish (Melzner et al., 2007b) (25°C - inducing anae-
robic metabolism, and 4°C - a lethal temperature (Richard, 1971)), no significant effects on
phagocytosis parameters were found in our study. This low effect of temperature on Hc pha-

gocytosis ability is consistent with the eurythermy of S. officinalis. The quantity of ingested
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beads measured by FCM evolved in similar ways as the percentage of phagocytic Hes. Mean
quantity of beads in Hcs increased during the entire experiment from 6.0 £ 1.1, 7.0 £ 1.0
and 6.8 + 0.8 beads/cell after 30 min to 16.4 + 2.4, 18.7 £ 4.9 and 16.9 + 4.1 beads/cell
after 180 min at 4, 15 and 25°C, respectively (Fig. 6.6B). Concurrent TEM observations
confirmed the number of ingested beads registered by FCM (Fig. 6.7A) and visually demons-
trated the engulfment process with (1) He-bead adhesion, (2) bead internalization by almost
continuous close contact between membrane and particle, and (3) closing phagosome (Fig.

6.7B-C). Occasionally, lysosomal fusion with phagosome was also observed (Fig. 6.7D).

FIGURE 6.7 — Transmission electron micrographs of S. officinalis hemocyte. (A) Phagocytic
hemocyte presenting several engulfed 1 ym latex beads (b). Bar : 1 pum. Sequential events
of the internalization of beads (B-D); (B) hemocyte-bead adhesion. Bar : 0.1 pum; (C) bead
engulfment. Bar : 0.2 um ; and (D) fusion between phagosomal and lysosomal compartments.
Bar : 0.5 pm.

Our phagocytosis assay revealed similar rates of bead engulfment as thoses found in O.

vulgaris (Rodriguez-Dominguez et al., 2006), but higher rates than in the mollusk bivalve
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Perna viridis and gastropods Lymnaea stagnalis, Haliotis discus discus and Turbo cornutus
(Adema et al., 1991; Donaghy et Volety, 2011; Donaghy et al., 2010), highlighting higher
engulfment capacity of cephalopod Hcs. Nevertheless, such differences could be explained by
the high number of beads per cell used in our study (1:100) compared to those of previous
ones (< 1:25).

6.3.4.4 Opsonization assay

As observed under FCM, opsonization experiments differently affected He phagocytosis
percentage and engulfed bead number. While phagocytosis occurred without incubation of
Hcs or beads in plasma, an increase in ingested bead number occurred after incubation in 1
or 10 % plasma (p=0.008 and 0.045, respectively) (Fig. 6.8). In contrast, incubation of beads
and Hes in 50 % plasma led to a decrease of phagocytosis percentage (p=0.04).
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FIGURE 6.8 — Graph representing phagocytic hemocyte percentage and mean engulfed bead
number of S. officinalis hemocytes (N > 4; 2h incubation at 15°C) function of plasma
concentration (%) treatments. Statistically significant differences were made against control
(0% plasma concentration) at each plasma concentration for phagocytic cell percentage (°)
and engulfed bead number (*); * and ° p<0.05; ** p<0.01.

TEM observations of phagocytosis conducted with plasma revealed a bead-coating by

Hey-like molecules (Fig. 6.9A-B) as previously suggested in cephalopods (Beuerlein et al.,
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2002b; Malham et al., 1997; Stuart, 1968). This observation could explain Hey presence in
Hc electron-lucent vesicles. Moreover, Hey-like molecule presence in bridges between beads
(Fig. 6.9C) suggested an agglutinating function, consistent with the increasing engulfed bead
number observed at 1 and 10 % plasma (Fig. 6.8). Such findings are consistent with a recent
Octopus maya plasma agglutinin (OmA) characterization, showing homology between OmA
subunits and one functional unit of Hey from Octopus dofleini (Alpuche et al., 2010). Moreo-
ver, the bead engulfment increased after as low as 1 % plasma addition, underlying the high
concentration of the molecule in charge of this process, and Hcy is known to represent more
than 90 % of cephalopod plasma proteins (D’Aniello et al., 1986; Ghiretti, 1966; Malham
et al., 1997; Mangold et Bidder, 1989a). Such agglutinating function could also explain the
phagocytic percentage decrease occurring with 50 % plasma. Indeed, important bead agglu-
tination might limit the availability of these particles for phagocytic process by increasing
the size of particles to engulf. Ballarin et al. (1994) described a similar phagocytic decrease
resulting from agglutinins in the ascidian Botryllus schlosseri after yeast pre-incubation in
high plasma concentrations (> 50 %). In cephalopods, this Hcy property could explain the
decrease of phagocytosis by O. wvulgaris Hcs measured after pre-incubation of zymosan in
100 % plasma (Rodriguez-Dominguez et al., 2006), because of zymosan particle (about 3
pm) aggregation. Malham et al. (1997) and Ballarin et al. (1994) highlighted also the im-
portance of phagocytose duration in this type of study, as phagocytosis enhancement after
plasma incubation mainly occurred after 30 min. This is consistent with our study and that
of Rodriguez-Dominguez et al. (2006) which report plasma-dependent phagocytosis decrease
after 120 and 90 min of phagocytosis duration, respectively. Our results demonstrate the
presence of a Hcy-like coating molecule with agglutinin function in S. officinalis plasma,
which can modulate phagocytosis according to (1) pre-incubation plasma concentration and

(2) phagocytosis duration.
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FIGURE 6.9 — Transmission electron micrographs of 1 um latex beads (b). (A) One bead
after incubation in medium without plasma add; (B) One bead after incubation in plasma
presenting important coating by hemocyanin-like molecules (arrow). Bars : 100 nm. (C)
Apparent hemocyanin-like molecule implication in bead aggregation (arrow). Bar : 200 nm.
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6.4 Conclusions

Our study demonstrates, using FCM, light- and electron-microscopy, that a single gra-
nulocyte population with variable internal complexity circulates in the hemolymph of S.
officinalis, as in other cephalopods. Acid phosphatase, lysozyme, and for the first time in ce-
phalopods proPO system enzymes were detected in Hes, but not in plasma (Malham, 1996;
Grimaldi et al., 2013). These cells were able to recognize and incorporate foreign material at
high rate independently of temperature and without need for plasma. Concurrent TEM and
FCM analysis suggested a role for Hey in foreign particle coating probably associated with its
hypothesized agglutinin function. These data provide important information to understand
the Hce-mediated immunity in the common cuttlefish, and a useful background for future

studies of cephalopod Hcs.
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7.1 Introduction

Préconisée par la Directive Cadre Stratégie pour le Milieu Marin (2000/60/EC), 'ap-
proche in vitro est une alternative intéressante a I'utilisation d’animaux entiers. En effet, elle
permet de cibler spécifiquement les mécanismes cellulaires impactés par divers substances ou
stimuli, de limiter le nombre d’animaux utilisés, et enfin de réduire les cofits et les temps
d’expérimentation (Ni Shuilleabhéin et al., 2006; Schirmer, 2006). Les cultures primaires
d’hémocytes de mollusques, cellules circulant dans le plasma et acteurs clés de la réponse
immunitaire, ont été développées afin d’étudier leur fonctionnement ainsi que leur réaction
vis-a-vis de composés toxiques. A ce jour, cet outil a été mis en ceuvre uniquement chez
quelques espéces de bivalves et gastéropodes d’intérét économique (e.g. Lebel et al., 1996;
Olabarrieta et al., 2001; Thiagarajan et al., 2006; Sauvé et al., 2002; Cima et al., 1999; Brous-
seau et al., 2000; Gomez-Mendikute et Cajaraville, 2003). Pourtant, la singularité du systéme
circulatoire des céphalopodes, qui est clos, pourvu de plusieurs cceurs et d’une population
d’hémocytes plurifonctionnels, présente un intérét indéniable d’un point de vue évolutif et
est susceptible de modifier les réactions des cellules circulantes vis-a-vis de composés exté-
rieurs (Malham, 1996; King et al., 2005; Rodriguez-Dominguez et al., 2006; Collins et al.,
2012). Afin d’évaluer la viabilité des cellules de mollusques en conditions in wvitro, I'utilisa-
tion de sels de tétrazolium est courante (e.g. Latire et al., 2012; Auzoux-Bordenave et al.,
2007; Domart-Coulon et al., 1994). Ces tests permettent de mesurer I'activité de la succinate
déshydrogénase mitochondriale présente dans les cellules vivantes. Ils ont été utilisés dans
cette étude afin de déterminer les paramétres (i.e. température, temps et milieu de culture)
les plus adaptés a la maintenance des hémocytes de seiche. La caractérisation des hémocytes
de S. officinalis réalisée au cours de ce travail de thése a permis de mettre en évidence une
population majeure de granulocytes présentant une capacité de phagocytose importante. Par
ailleurs, la production de ROS par des hémocytes de céphalopodes autres que les octopodes
E. cirrhosa et O. vulgaris (Malham et al., 2002; Castellanos-Martinez et al., 2014) n’ayant
jamais été décrite, nous nous sommes également intéressés a ce parameétre.

Les hémocytes ayant été caractérisés, la mise en place de leur culture primaire s’inscrit
dans une démarche de développement d’outils permettant d’étudier 'impact de contaminants
sur le systéme immunitaire de S. officinalis et plus spécifiquement sur sa composante cellu-

laire. L’objectif de ce travail a été de 1) déterminer des paramétres de culture permettant
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la maintenance in vitro de ces cellules, et 2) étudier effet de 2 métaux, le zinc (Zn) et le
cadmium (Cd), sur des paramétres cellulaires classiquement analysés chez les hémocytes (i.e.

la phagocytose et la production de ROS).

7.2 Matériels et méthodes

7.2.1 Prélévement d’hémolymphe et mise en culture

Les prélevements d’hémolymphe ont été réalisés dans les mémes conditions que celles
décrites précédemment (partie 6.2.2). Le prélévement a donc été fait au niveau des veines
antérieures du manteau a ’aide d’une seringue, sur des animaux préalablement anesthésiés.
L’hémolymphe a ensuite été diluée de moitié dans une solution stérile d’Alsever et conservée
dans la glace, permettant ainsi de diminuer I’agrégation cellulaire. La concentration cellulaire
a ensuite été déterminée sur cellule de Thoma et les hémocytes répartis dans les plaques de
culture. En fonction des tests a réaliser, les hémocytes ont été placés en plaque 12 puits a
raison de 200 000 cellules par puits pour étudier la viabilité, ou en plaque 6 puits & raison d’1
000 000 de cellules par puits pour les analyses en cytométrie en flux (phagocytose et ROS).
Dans les deux cas, un volume du mélange hémolymphe/Alsever correspondant au nombre de
cellules désiré a été additionné de trois volumes d’eau de mer artificielle stérile afin de diluer
I’Alsever et de permettre aux cellules d’adhérer. Aprés 1h d’incubation & 17°C, le surnageant
couvrant les cellules a été remplacé par du milieu de culture a raison de 300 pL et 1 mL pour
les plaques de 12 et 6 puits, respectivement. Ce milieu de culture a ensuite été renouvelé
tous les jours pour éviter d’éventuelles carences et oter les composés toxiques excrétés par

les cellules.

7.2.2 Effet des paramétres de culture sur la viabilité

Afin d’étudier I'influence de la température sur le maintien des hémocytes de seiche, ces
cellules ont été mises en culture a deux températures : 15 et 17°C. L’influence de trois milieux
de culture a également été testée: le Hank’s 199 modifi¢ selon Lebel et al. (1996) (14.61 g
L't NaCl, 3.01 g L't MgSQy, 0.75 ¢ L't KC1, 0.37 g L't CaCl,,2H50 et 2.6 g L'! Hepes, pH

7.4), car il permet la survie d’hémocytes d’ormeau pendant environ 1 semaine (Latire et al.,
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2012) ; le Leibovitz L-15 modifié selon Domart-Coulon et al. (1994) (20.2 g L NaCl, 0.54 ¢
L1 KClL 0.6 g L't CaCly, 1 g L't MgSO,,7H,0 et 3.9 g Lt MgCl,,6H,O, pH 7.6) car il est
couramment utilisé pour la culture primaire de divers types cellulaires de mollusques marins,
dont les céphalopodes (e.g. Auzoux-Bordenave et al., 2007; Le Bihan et al., 2004; Domart-
Coulon et al., 1994; Faucet et al., 2003); et le Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
modifié selon Pichon et Boucher-Rodoni (2007) (21.6 ¢ L' NaCl, 0.36 g L't KCl, 1.2 g L
CaCly,6H50, 10.2 g L't MgCl,,6H,0, 1 g Lt NaySOy, 4.76 ¢ Lt Hepes pH 7.8, dilué de
moitié¢ dans de I'eau de mer artificielle stérile) car il a montré des résultats intéressants pour
la maintenance de divers types cellulaires de céphalopodes (Pernice et al., 2007; Pichon et
Boucher-Rodoni, 2007). Chaque milieu a été supplémenté extemporanément en antibiotiques
(100 mg L streptomycine, 60 mg L™ pénicilline) ainsi qu'en L-glutamine (280 mg L1).
L’évaluation de la viabilité cellulaire a été réalisée a 'aide du test MTT (ou bromure de
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium). Ce test mesure la réduction du MTT
par 'enzyme succinate déshydrogénase mitochondriale qui est présente seulement dans les
cellules vivantes. Le précipité formé, le formazan, est ensuite quantifié aprés solubilisation
(Domart-Coulon et al., 1994). Ainsi, 30 uL de solution stock de MTT (5 mg MTT mL™* PBS)
ont été introduits dans chaque puits de culture (10 % v:v). Aprés 24h d’incubation, 300 ul
d’isopropanol acidifié (0.04 M HCI) ont été ajoutés dans chaque puits afin de dissoudre le
formazan nouvellement formé. La quantification du signal a été réalisée aprés 30 minutes
d’agitation en mesurant I’absorbance a 570 nm (630 nm en référence). Ce test a été mené
apres 24, 48 et 72h de culture. Afin de comparer les effets de la température et du milieu
de culture, les résultats ont été exprimés en pourcentage de la valeur maximale mesurée de

chaque réplica (N= 4).

7.2.3 Effet des paramétres de culture sur la viabilité

Les concentrations testées étaient de 1, 10, 50, 100 et 1000 pug Cd Lt (+ contrdle), et de
10, 100, 1000, 5000 et 10 000 pg Zn L' (+ contrdle). Toutes ces solutions ont été préparées
extemporanément dans du milieu de culture stérile L-15, & partir de concentrations stocks a
163,08 et 2084,1 mg L' de CdCl, et de ZnCly, correspondant & des concentrations de 100
et 1000 mg L' de Cd et Zn, respectivement. L’impact de ces concentrations en Zn et en Cd

sur la phagocytose et la production de ROS a été testé sur des cellules exposées 24h aux
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contaminants et provenant de cinq animaux.

7.2.3.1 La phagocytose

L’évaluation de la phagocytose a été réalisée comme décrit précédemment (partie 6.2.6.2).
Aprés 24h d’exposition, les billes ont été ajoutées a raison de 100 billes/hémocyte et laissées
a incuber 2 h. Les cellules ont ensuite été rincées puis scrappées, centrifugées et fixées comme

décrit précédemment (partie 6.2.6.1).

7.2.3.2 La production de ROS

La production de ROS par les hémocytes de S. officinalis a été étudiée en ajoutant 10 uM
d’une sonde non-fluorescente (le 2’,7’, dichlorofluoresceine diacétate ou DCFH-DA, Sigma)
au milieu de culture aprés exposition (Lambert et al., 2003). Cette molécule est incorporée
a l'intérieur des cellules et devient fluorescente en présence d’'HoO,. Aprés 1 h d’incubation,
les cellules ont été rincées puis scrappées, centrifugées et fixées comme décrit précédemment

(partie 6.2.6.1).

7.2.4 Analyse des données

Afin de mettre en évidence l'influence des paramétres température et milieu de culture
sur la viabilité des hémocytes, une Anova & 2 facteurs a été réalisée, en accord avec les
conditions d’application de ce test (normalité des résidus et homogénéité des variances).
Puis, des comparaisons multiples ont été effectuées a 1’aide de la méthode des contrastes afin
de déterminer les différences entre les modalités des facteurs. L’influence du temps de culture
sur la viabilité a également été testée a ’aide d’'une Anova a 1 facteur suivie de comparaisons
deux a deux corrigées et adaptées aux petits effectifs (N <30). Concernant les analyses en
cytométrie en flux suivant les expositions aux métaux (phagocytose et ROS), la différence
entre la valeur de chaque lot exposé et 100 (valeur contrdle) a été évaluée par un test-t de

Student suivant les conditions d’application de ce test (normalité).
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7.3 Résultats et discussion

7.3.1 Effet du milieu de culture et de la température

L’analyse de la viabilité des cellules en fonction des différents milieux de culture testés
a mis en évidence que le milieu de Hank’s est le moins adapté a la culture d’hémocytes de
seiche (p-values<0,001; Fig. 7.1), tandis que Le DMEM et le L-15 présentent des résultats
similaires. Les températures de maintenance testées n’ont pas montré de différences signifi-
catives. L’étude de I'évolution de la viabilité en fonction du temps pour les média L-15 et
DMEM n’a pas mis en évidence de différence significative entre 24 et 72h de culture. Cepen-
dant, il est important de noter que les valeurs de viabilité, trés proches entre 24 et 48h de
culture (p-value = 0,897), diminuent a 72h (p-value = 0,087) et atteignent le méme niveau
que le milieu Hank’s. Cette absence de significativité est probablement due a la petite taille
des effectifs utilisés dans cette étude, associée a la variabilité importante de la viabilité des
hémocytes. Compte tenu de ces observations, et afin de travailler dans les meilleures condi-
tions, nous avons choisi de réaliser nos expositions dans du L-15 pendant 24h a 15°C (valeurs

de viabilité élevées et variabilités moindres a cette température).
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FIGURE 7.1 — Evolution de la viabilité (moyenne + SD; %) des hémocytes de S. officinalis
maintenus dans 3 media de culture (L-15, DMEM et Hank’s) a 15°C (A) et 17°C (B).
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La stabilité des valeurs de viabilité observée pendant les 48 premiéres heures est cohérente
avec les données rapportées pour les hémocytes de la plupart des mollusques marins dont
la culture a été expérimentée (Yoshino et al., 2013; Rinkevich, 2005). Les résultats obtenus
au cours de cette étude fournissent les pré-requis nécessaires a de futurs travaux visant a

développer la culture primaire de ce type cellulaire chez la seiche.

7.3.2 Effet du Cd et du Zn sur la phagocytose et la production de
ROS

La phagocytose des hémocytes est un processus clé du systéme immunitaire des inverté-
brés qui précéde la destruction intracellulaire du pathogéne (Olabarrieta et al., 2001). Les
expositions de 24h réalisées au cours de cette étude ont mis en évidence l'effet négatif de 1
mg L de Cd sur la capacité a phagocyter des hémocytes de seiche, qui se traduit par une
diminution de 10 % par rapport au contrdle (Fig. 7.2). Ces résultats sont cohérents avec ceux
rapportés par Latire et al. (2012) qui ont travaillé sur les effets d’'une exposition au Cd des
hémocytes du mollusque gastéropode Haliotis tuberculata, pendant 10 jours. En effet, cette
étude rapporte une diminution de la phagocytose a partir de concentrations supérieures a
300 pg L1, D’autres travaux menés sur les bivalves décrivent cette propriété inhibitrice du
Cd sur la phagocytose des hémocytes (Brousseau et al., 2000; Sauvé et al., 2002; Auffret
et al., 2002). Par ailleurs, plusieurs études in vitro ont mis en évidence des modifications
morphologiques et fonctionnelles potentiellement responsables d’une diminution de ce para-
métre (Fagotti et al., 1996; Beckmann et al., 1992; Cima et al., 1999; Kaloyianni et al., 2006;
Matozzo et al., 2001; Latire et al., 2012; Mottin et al., 2010). La principale hypothése avancée
suggere que 1’élément métallique induit une désorganisation du cytosquelette de la cellule, in-
hibant sa mobilité et donc sa capacité a phagocyter. Cette désorganisation peut étre directe,
par I'interaction des métaux avec les protéines structurelles du cytosquelette de la cellule, ou
indirecte par la perturbation de ’homéostasie calcique de la cellule (Matozzo et al., 2001).
L’exposition au Zn a, quant a elle, induit une augmentation de la phagocytose a la concentra-
tion de 100 pg Lt Un effet similaire du Zn a déja été rapporté sur des hémocytes de bivalves
(Cheng et Sullivan, 1984; Sauvé et al., 2002) ainsi que sur des cellules circulantes d’insectes
(Filipiak et al., 2010), mettant en évidence une stimulation de ce processus aux faibles doses

testées. Notre observation semble cohérente avec le role du Zn en tant qu’élément essentiel
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et nécessaire au maintien de la structure des membranes ainsi qu’a leur fonctionnement, et
souligne un potentiel role de cet élément trace dans la réponse immunitaire cellulaire de la

seiche (Chvapil, 1973; Bettger et O’Dell, 1981).
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FIGURE 7.2 — Effet de 24h d’exposition des hémocytes de S. officinalis & différentes concen-
trations métalliques sur la capacité de phagocytose (moyenne + SD; %) ; (A) exposition au
Cd; (B) exposition au Zn. Les astérisques indiquent les différences avec la valeur controle de
100 % (pointillés) ; * p<0.05.

La production de ROS, qui permet a la cellule de détruire, au moins partiellement, la
particule phagocytée, a été augmentée par rapport au controle seulement par I'exposition au
Cd (Fig. 7.3). Cette augmentation a été induite a partir de 10 pg Lt jusqu’a la concentration
maximale testée d'1 mg L™ pour une production de ROS supplémentaire allant de 17 % a
plus de 50 %. Ces observations sont cohérentes avec la capacité de ce métal a augmenter le
production de ROS ainsi qu’a perturber l'efficacité du systéme antioxydant (Stohs et Bagchi,
1995; Koutsogiannaki et al., 2006; Nzengue et al., 2008; Company et al., 2010; Gigueére et al.,
2003; Katsumiti et al., 2014). Cette stimulation de la production de ROS par des éléments
métalliques a déja été observée dans les hémocytes du gastéropode H. tuberculata exposés au
Cd (Latire et al., 2012), mais également dans les hémocytes du bivalve Mytilus galloprovincia-

lis exposés au Cu et au Zn (Gomez-Mendikute et Cajaraville, 2003; Kaloyianni et al., 2006).
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Dans des conditions proches de celles utilisées dans notre étude, Latire et al. (2012) ont rap-
porté cette augmentation a une concentration de 3 ug Cd Lt aprés 10 jours d’exposition. En
tenant compte du temps d’exposition, cela suggére une sensibilité supérieure des hémocytes
de seiche vis-a-vis du Cd. Cependant, la sensibilité de différents organismes pouvant varier
en fonction de I’élément étudié (Sauvé et al., 2002; Brousseau et al., 2000; Cheng et Sullivan,
1984), cette hypothése ne peut étre étendue aux autres éléments métalliques. Par exemple,
Mottin et al. (2010) ont montré une diminution de la production de ROS des hémocytes d’H.
tuberculata aprés 24h d’exposition & 6.5 mg Zn L, ce qui n’a pas été observé dans notre
étude (résultats non présentés). L’absence de stimulation de la production de ROS par le Zn
peut étre expliquée par I'organisation de ses couches électroniques qui ne lui permettent pas
de participer aux réactions d’oxydoréduction a l'origine de la production de ROS (Chvapil,

1973; McCall et al., 2000; Stohs et Bagchi, 1995; Alberts et al., 1998).
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FIGURE 7.3 — Effet de 24h d’exposition des hémocytes de S. officinalis a différentes concen-
trations en Cd sur la production de ROS (moyenne + SD; %). Les astérisques indiquent les
différences avec la valeur controle de 100 % (pointillés) ; * p<0.05; ** p<0.01.

Ce travail a mis en évidence pour la premiére fois une production de ROS par des hémo-
cytes de céphalopodes de la famille des Sepiidae. Outre la démonstration de la capacité de ces
cellules & produire ces composés, ce test suggere le maintien de leurs capacités fonctionnelles

dans nos conditions de culture. Cette étude avait pour objectif la mise en place d’un protocole
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de culture d’hémocytes de seiche permettant d’étudier spécifiquement cet acteur principal de
la défense immunitaire chez un céphalopode. Les tests de toxicité réalisés ensuite ont permis
de valider ces conditions de culture et d’avoir un premier apercu de la sensibilité des cellules
vis-a-vis de contaminants tels que le Zn et le Cd, dont les effets sont partiellement connus.
Cependant, 'utilisation de tests standardisés chez d’autres espéces de mollusques permettrait
de mieux appréhender la sensibilité de ce type cellulaire. Enfin, I'utilisation d’autres sondes
adaptées aux études en cytométrie en flux (e.g. LysoTracker® en tant que marqueur des or-
ganites acides) associée a la microscopie photonique et électronique permettrait d’améliorer
nos connaissances relatives a la physiologie et a la sensibilité aux métaux des hémocytes de

céphalopode.
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Chapitre 8

Conclusion générale - perspectives

L’étude de l'incorporation des métaux dans l'oeuf de seiche ainsi que leurs potentiels
effets toxiques ont déja fait I'objet de travaux, mettant en évidence des capacités protectrices
de 'embryon par la capsule de l'oeuf pendant les deux tiers du développement, puis une
diminution de cette propriété en raison de modifications structurelles de cette capsule. Ainsi,
des éléments tel que I’Ag, le Zn, le Hg, le Mn, le Co, le Cd et le Cs s’accumulent dans ’embryon
a la fin de son développement (Lacoue-Labarthe et al., 2008b, 2009¢, 2010b). Il a par la suite
été montré que I’Ag, le Cd et le Cu peuvent perturber les activités d’enzymes impliquées
dans la digestion du vitellus (cathepsines et phosphatases acides) et dans 'immunité (POs)
de 'embryon, et diminuer leur poids a la naissance a des concentrations proches des teneurs
environnementales (Lacoue-Labarthe et al., 2009d, 2010a). Ces études ont permis de mettre
en évidence les capacités d’accumulation et la sensibilité du stade embryonnaire de la seiche
vis-a-vis de certains éléments traces, et ont soulevé la question de la gestion de ces éléments
par le stade juvénile lors de sa vie cotiére (i.e. un & deux mois post-éclosion).

C’est en effet au cours des premiéres semaines post-éclosion que la physiologie de I’animal
évolue vers une physiologie « adulte », notamment marquée par la maturation de la glande
digestive (Yim et Boucaud-Camou, 1980). Nos études ont cherché a déterminer un seuil de
toxicité (létal/non létal) du Zn sur ce stade de vie, étudier 'accumulation de cet élément
et son influence sur I’homéostasie d’autres éléments traces, et enfin, décrire les effets du Zn
sur une gamme de marqueurs intégrés (croissance, comportement) et cellulaires (enzymes
digestives et immunitaires, marqueurs de processus de détoxication) pendant des périodes

d’exposition allant de un a deux mois.
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8.1 Effets du Zn sur le stade juvénile de S. officinalis

Le suivi de juvéniles de seiche exposés au Zn nous a permis d’estimer les seuils induisant la
mortalité et 'accumulation. Les phénoménes de mortalité sont apparus a des concentrations
relativement basses en comparaison d’autres mollusques (i.e. > 200 pug Lt ; Ahsanullah, 1976;
Amiard-Triquet et al., 1986; Chan, 1988; D’Silva et Kureishy, 1978; Franco et al., 2006; Devos
et al., 2012). Contrairement a la plupart des métaux étudiés au cours des 2 premiers mois
post-éclosion (chapitre 4), la concentration en Zn dans l’animal est restée stable (i.e. 88.3 +
7.8 ug gt dw) en conditions environnementales, ce qui suggére une régulation de cet élément
a des concentrations faibles (i.e. < 10 ug L'). Cependant, le suivi de I'accumulation en Zn
dans le juvénile au cours des 2 mois post-éclosion a montré 'incapacité de ce stade de vie a
réguler son accumulation en Zn dissous au moins a partir d’une concentration d’environ 50
pg L.

Ces observations sont cohérentes avec I'apparition précoce de phénoménes de mortalité
et soulignent une sensibilité intermédiaire de la seiche juvénile comparée aux seuils de mor-
talité déterminés chez la plupart des stades adultes de poissons et bivalves marins, qui sont
supérieurs (Bengtsson, 1974; Cairns et al., 1982; Ciji et Bijoy Nandan, 2014; Holcombe et al.,
1979; Malik et al., 1998; Sinley et al., 1974; Spear, 1981; Ahsanullah, 1976; Amiard-Triquet
et al., 1986; Chan, 1988; D’Silva et Kureishy, 1978; Franco et al., 2006; Mottin et al., 2012), et
aux seuils induisant des problémes de développement des stades embryo-larvaires de bivalves
et d’échinodermes, qui sont inférieurs (Brereton et al., 1973; Calabrese et Nelson, 1974; Ca-
labrese et al., 1973; Castagna et al., 1981; Fathallah et al., 2010; Martin et al., 1981; Nadella
et al., 2013; Phillips et al., 1998; Tellis et al., 2014; Watling, 1982). Nos études n’ont pas
montré de mise en place de processus permettant une régulation de cet élément au cours des
deux premiers mois post-éclosion, ce qui suggeére que 1) la maturité de la glande digestive
n’influe pas sur les capacités d’assimilation de ’animal, et 2) quel que soit son stade de vie,
la seiche régule mal son accumulation en Zn par la voie dissoute. Il a déja été mis en évidence
que les demi-vies de rétention du Zn assimilé par la nourriture sont trés différentes entre les
stades juvénile et adulte (i.e. 173 et 38 jours, respectivement ; Bustamante et al., 2002a),
tandis que la demi-vie de rétention du Zn assimilé par la voie dissoute n’a été estimée que
sur le stade juvénile (i.e. 53 jours). Il serait donc intéressant de déterminer si la demi-vie de

rétention du Zn assimilé par la voie dissoute chez I'adulte montre une différence avec le juvé-
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CHAPITRE 8. CONCLUSION GENERALE - PERSPECTIVES

nile (ce qui ne semble pas étre le cas au vu de nos résultats). Concernant la voie trophique,
il serait intéressant d’étudier le lien entre les écarts observés (Bustamante et al., 2002a) et la
maturation de la glande digestive, ainsi que de déterminer si la capacité de régulation de cet
¢lément assimilé par cette voie est différente de celle observée dans notre étude (chapitre 4).

Les effets en lien avec cette accumulation sont variables en fonction de la concentration
et du temps d’exposition, du stade de développement, ainsi que du marqueur étudié (tableau
8.1). Cependant, les perturbations observées les plus précocement (aprés une semaine d’ex-
position) sont 'augmentation des activités phosphatases acides et la diminution des activités
POs.

Ces résultats montrent que le juvénile peut étre rapidement affecté par I'exposition au Zn
aux niveaux digestif et immunitaire. L’activation des phosphatases acides n’a plus été mesu-
rée ensuite, tandis que l'inhibition des POs a été accentuée aprés deux semaines, avant un
retour au niveau controle. Ces changements peuvent étre expliqués par une modification des
isoformes enzymatiques majoritairement présentes dans le juvénile a cette période, comme
la persistance de phosphatases acides embryonnaires dédiées & la consommation du vitellus
au cours de la premiére semaine de vie post-éclosion. Concernant les POs, 'arrét des per-
turbations au dela de deux semaines d’exposition peut étre lié a la maturation de la glande
digestive. Afin de mettre en évidence de telles modifications, il serait nécessaire de caractéri-
ser les enzymes étudiées ou de travailler de fagon organe spécifique. Ainsi, dans le cadre d’un
approfondissement du travail présenté chapitre 2, il serait intéressant de déterminer si les
formes de POs présentes dans la glande digestive sont différentes de celles trouvées dans le
systéme circulatoire et la peau. Cependant, comme illustré par notre étude sur I’homéostasie
métallique, I’approche organe spécifique s’avére compliquée a réaliser sur des animaux agés
de moins d’un mois en raison de leur taille et du développement des organes (e.g. la glande
digestive).

A partir de deux semaines d’exposition, le dosage d’enzymes impliquées dans la digestion
nous a renseigné quant au devenir du Zn dans I'animal. En effet, la grande majorité des
cathepsines et des trypsines présentes a cette période sont issues de lysosomes de différentes
natures, les premiers assurant la digestion intracellulaire, et les seconds, voués & l’excrétion,
assurant la digestion extracellulaire. Les différences de concentrations en Zn inhibant I'une

ou l'autre des enzymes suggérent donc que le Zn est stocké dans un premier temps dans les
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lysosomes « & cathepsines », et qu’au dela du seuil induisant la mortalité (i.e. > 200 ug L),
il peut pénétrer dans les seconds, les lysosomes « a trypsine ». Ces effets délétéres indiquent
cependant une gestion incompléte de 1’élément qui est stocké au niveau de ces vésicules sans
que les processus chargés d’assurer son innocuité (e.g. ligands, précipitation) soient complets.
Il semble donc que I'intoxication au Zn au niveau de la glande digestive se déroule en plusieurs
étapes : 1) cet élément est d’abord stocké et accumulé au niveau de sphérules présentes dans
les cellules basales (Costa et al., 2014; Martoja et Marcaillou, 1993), 2) le Zn gagne les cellules
digestives et est accumulé dans les lysosomes impliqués dans la digestion intracellulaire, ce
qui induit des perturbations des enzymes présentes dans ces organelles (i.e. cathepsines), et
3) le Zn rejoint les lysosomes qui seront libérés dans le tractus digestif (i.e. contenant des
trypsines), suggérant une saturation de l'organe en Zn. Cette étude a permis de souligner
que 'accumulation de cet élément au niveau du systéme lysosomal des cellules de la glande
digestive est un processus de détoxication mis en place par la seiche juvénile comme déja
décrit chez les mollusques bivalves (Marigomez et al., 2002; Mason et Jenkins, 1995).

Concernant les marqueurs intégrés, nos travaux ont mis en évidence une perturbation
du comportement de prédation & partir d’'une concentration proche du seuil induisant la
mortalité (i.e. 184 ug L), suggérant que le systéme nerveux est un des derniers systémes
atteints par le Zn avant I’apparition de la morbidité. S’il s’avére que cette perturbation n’est
pas spécifique au Zn, ce marqueur pourrait permettre de déterminer les seuils de mortalité
d’autres éléments chez cet animal a ce stade de vie, tout en limitant le nombre d’animaux a
sacrifier. En effet, nos expériences ont montré que cette perturbation a lieu rapidement aprés
le début de 'exposition (& partir de 48 h), sans présenter de phénoménes d’atténuation ou
d’amplification lié au temps d’exposition, et disparait aprés quelques jours dans une eau non
contaminée.

En raison de son profil exponentiel au cours de ses premiéres semaines de vie (e.g. For-
sythe et al., 2002; Correia et al., 2008b; Grigoriou et Richardson, 2004; Sykes et al., 2010),
la croissance de la seiche est apparue comme étant relativement sensible. En effet, une dimi-
nution de la taille des animaux aprés un mois d’exposition a été mise en évidence a partir de
108 pg L. Dans le cadre de nouvelles études d’écotoxicologie sur la seiche juvénile, il serait
important d’étudier 'influence de ce paramétre sur 'accumulation et la toxicité de conta-

minants. En effet, il a été précédemment rapporté que la croissance peut étre un facteur
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déterminant permettant & certains crustacés, incapables d’augmenter leur vitesse d’excré-
tion lors d’expositions & des contaminants, de maintenir une concentration interne constante
(Rainbow et White, 1989). Dans notre étude, la croissance des animaux est restée moyenne
comparée a celle observée dans le milieu naturel ou dans les élevages fournissant une quantité
de nourriture plus importante (Miramand et al., 2006; Sykes et al., 2010), ce qui a pu induire
une accumulation plus importante et par conséquent des effets plus importants.

Nos travaux ont montré que 'entrée de Zn dans I'organisme de la seiche juvénile perturbe
I’homéostasie d’un certain nombre d’autres éléments. La capacité de liaison de cet élément,
tant & des composés riches en soufre, qu’en azote ou en oxygéne, confére au Zn cette im-
portante capacité perturbatrice. En effet, le Zn, présent en grande quantité dans l’animal
occupe la majorité des ligands, empéchant ou ralentissant la prise en charge par 'organisme
d’autres éléments (e.g. Ag, Cd, Cu, Mn). Les perturbations physiologiques décrites ci-dessus
ne sont donc pas le résultat d’'une augmentation du Zn seul, mais également d’une diminution
globale de la teneur en Mn dans I'organisme associée a une augmentation des concentrations
solubles en Cu, Ag et Cd. Il apparait donc fondamental pour une meilleure compréhension
des phénomeénes de toxicité mis en évidence chez des mollusques céphalopodes, d’étudier I'ac-
cumulation et le fractionnement subcellulaire d’éléments aux propriétés proches de celles de
I’élément étudié, notamment en termes d’affinité de liaison. A grande échelle, ce genre de per-
turbations pourraient modifier les teneurs de certains éléments au sein des réseaux trophiques.
En effet, on considére que la fraction biodisponible au maillon supérieur est majoritairement
la fraction soluble.

Les résultats présentés dans le chapitre 4 ont mis en évidence une synthése importante de
ligands de type MTs au cours des six premiéres semaines post-éclosion en condition controle.
Il serait important, dans le cadre de futures études sur ce modéle, de tenir compte de cette
période qui n’avait jamais été relevée jusqu’a présent chez la seiche juvénile, et qui semble
cruciale en ce qui concerne la synthése de ligands pour les éléments traces ayant une affinité
particuliére pour le soufre (i.e. de classe B et de transition). L’évolution des teneurs en MTs
suggére que l'animal est plus sensible vis-a-vis de ce type de contaminants avant quatre
semaines post-éclosion car c’est a cette période que sa concentration en MTs est la plus faible
(i.e. potentiel de liaison au niveau soluble le plus faible).

Cependant, nos travaux ont mis en évidence que, dans le cadre d’expositions prolongées,
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les premiers effets déléteéres (augmentation de la LPO) a la concentration d’environ 50 ug L™
(i.e. la plus faible testée) sont observés a partir de six semaines. L’augmentation des activités
GST, qui permettent d’accélérer la liaison du GSH aux composés électrophiles libres, mise
en évidence au niveau de la glande digestive a partir d'un mois d’exposition, suggére un role
important de ce ligand (Dickinson et Forman, 2002). En effet, le GSH présente des affinités
similaires a celles des MTs, il peut donc étre impliqué dans la régulation des éléments traces
comme déja suggéré chez I'adulte (Bustamante et al., 2006a). Afin de mieux comprendre
la sensibilité, le fonctionnement et ’évolution du systéme de détoxication du juvénile de S.
officinalis, il serait intéressant de déterminer le role des autres ligands et leur importance,
notamment au cours du premier mois suivant I’éclosion. Le schéma bilan (Fig. 8.1) présente
les principaux résultats de ces études.

Les marqueurs directement liés au stress oxydatif (i.e. SOD, CAT, LPO) ont été peu
étudiés chez les céphalopodes (Semedo et al., 2012; Rosa et al., 2012; Triibenbach et al.,
2013; Zielinski et Portner, 2000). Les perturbations importantes mesurées dans la glande
digestive des animaux & partir d’un mois d’exposition (tableau 8.1) suggérent que cet organe
pourrait étre un bon indicateur de 1’état de stress de ces animaux. Si des perturbations
semblables étaient avérées dans d’autres types de contaminations, cet organe pourrait étre
utilisé dans le cadre d’études in situ afin d’estimer le stress d’animaux s’étant développés
dans des milieux différemment exposés aux contaminations d’origine anthropique (e.g. en

Basse-Normandie, les cotes de Baie de Seine et de I'Ouest Cotentin).
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8.2 Caractérisation des hémocytes de S. officinalis et
développement de leur culture primaire

Les hémocytes jouent un role primordial en tant qu’effecteur cellulaire du systéme im-
munitaire des invertébrés. Notre étude a donc débuté par la caractérisation de ces cellules
chez Sepia officinalis. Cela nous a permis de poser les bases indispensables & une meilleure
compréhension du fonctionnement du systéme immunitaire de ce céphalopode. Ce travail a
souligné I'importante activité de phagocytose dont sont capables ces cellules ainsi que le role
de I’'Hey en tant que modulateur de ce processus. La mise en place de tests de toxicité réalisés
ensuite a permis de valider leur utilisation en conditions in vitro pour I’étude de 'impact de
différents contaminants (e.g. Cd®" et Zn?") sur leurs fonctions primaires (i.e. phagocytose et
production de ROS). La culture primaire d’hémocytes offre la possibilité de mesurer rapide-
ment la toxicité d’une large gamme de contaminants, mais pourrait également étre associée
au développement de ’emploi de sondes plus spécifiques d’un comportement donné de ce
type de cellules, tels que 'excrétion ou la synthese de ligands impliqués dans la détoxication.
Des travaux préliminaires visant & mettre en évidence la production de ligands présentant des
groupements thiols (sonde CMFDA) ou des MTs (marquage a ’aide d’anticorps) ont donné
des résultats prometteurs quant au développement de ce genre d’outils sur les hémocytes de
seiche.

La principale contrainte relative au travail sur ces cellules restant la durée pendant laquelle
I'approvisionnement en animaux est possible (dans le meilleur des cas, cinq mois dans I’an-
née), des travaux de cryopréservation pourraient permettre d’augmenter la période d’étude
de ces cellules, comme déja entrepris avec les hémocytes d’Haliotis tuberculata (Poncet et

Lebel, 2003).
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Nitrite (NO,) 0=N-O
MN02 =46 g 1'1'101-1

(tiré de Aminot A., Kérouel R.,2004. Hydrologie des écosystemes marins. Parameétres et
analyses. Ed. Ifremer, 336 p.)

Le principe de base est la réaction de Griess ou le nitrite réagit avec une premiére
amine aromatique pour former un diazoique qui est couplé a une seconde amine aromatique
pour produire le colorant rose.

Bendschneider & Robinson (1952) ont réexaminé cette réaction et propos¢ une version
optimisée dans laquelle la sulfanilamide réagit d’abord avec le nitrite en milieu acide, puis le
diazoique avec le N-naphtyl-éthylénediamine :

NH,S0,C¢Hs-NH, + NO, + 2H" — (NH,S0,C¢H4,-N=N)" + 2H,0

(NHzS()2C6H4-NEN)+ + C]0H7—NH-(CH2)2-NH2
— NHzSOzC6H4-N:N-C10H6-NH-(CH2)2-NH2 + I‘IJr

Le coefficient d’absorption est de ~ 46 000 1 mol™ cm™ a la longueur d’onde de 543 nm, ce
qui permet le dosage de tres faibles concentrations de nitrite.

Bendschneider & Robinson (1952) ont proposé que chaque amine soit dissoute dans un réactif
spécifique et ajoutée séparément a I’échantillon en ménageant un intervalle de 2 minutes.

Gamme de concentrations : 0.1 a 20 pmol/l (soit 4.6 a 920 pg/l) ;
il est conseillé de diluer 1I’échantillon avec de 1’eau déminéralisée au-dela de 3 umol/l pour
éviter de réduire le trajet optique (Hansen & Koroleff, 1999).

Réactifs :
- Réactif 1: solution de sulfanilamide
produits a utiliser : HCI fumant (37 % ; 1.19 kg/1), sulfanilamide (C¢HgN,O,S ; M = 172
g/mol).
« Diluer 100 ml d’HCI dans environ 500 ml d’eau déminéralisée.
« Ajouter et dissoudre 10 g de sulfanilamide, puis compléter a 1 litre. Conserver a I’abri de la
lumicére, cette solution est stable plusieurs mois.

- Réactif 2 : solution de N-naphtyl-éthylénediamine
produit a utiliser : dichlorhydrate de N-(1-naphtyl)-éthylénediamine (NED ; C,H4N,, 2HCI ;
M =259 g/mol).
« Dissoudre 1.0 g de NED dans 1 litre d’eau déminéralisée.
Conserver cette solution au froid et a I’abri de la lumiére. La renouveler tous les mois ou des
qu’elle prend une coloration brune.

Les solution étalons de nitrite ne doivent jamais étre conservées par addition d’acide ou de
sels mercuriques, ces conditions accélérant leur dégradation (Zafiriou & True, 1977 ; Aminot
et Kérouel, 1996).



Solution étalon :
produit a utiliser : nitrite de sodium anhydre (Na(33.3 %)NO,(66.7 %) ; M = 69 g/mol)

préparation des étalons :

Un étalonnage a 4 ou 5 niveaux de concentrations doit étre fait. Préparer une gamme étalon
correspondant aux concentrations usuelles. Par exemple, 0.1-0.2-0.5-1.0 umol/l a faire en
fiole jaugée !!!

Faire 2 dosages de chacun des étalons, ainsi que des blancs de turbidité et des réactifs.

préparation des échantillons :
Si la concentration est présumée supérieure a 3 umol/l, il est préférable de diluer 1’échantillon.

procédure générale de dosage :

La température des solutions a doser doit étre comprise entre 15 et 25°C.

« Rincer le récipient de dosage avec I’eau a analyser.

« Prélever 50 ml + 1 ml.

« Ajouter 1.0 ml du réactif 1, mélanger et attendre 2 a 5 minutes.

« Ajouter 1.0 ml du réactif 2, mélanger et laisser réagir au moins 10 minutes (mais moins
d’une heure).

« Mesurer 1’absorbance a la longueur d’onde de 543 nm (référence : eau déminéralisée). Soit
Apry cette valeur.

blancs :

Le blanc de turbidité est 1’absorbance engendrée par les particules. L.’acidité du milieu
réactionnel pouvant modifier la turbidité, cette derniere est mesurée apres avoir ajouté a
I’échantillon le réactif 1 seul : soit by cette valeur (référence : eau déminéralisée).

Le blanc des réactifs est I’absorbance produite par les réactifs eux-mémes (coloration propre
ou présence de nitrite). Il est impératif de le mesurer avec chaque série d’échantillons, et au
moins chaque jour. Faire deux déterminations : soit b, la moyenne.

courbe d’étalonnage, facteur de conversion F :

« Tracer la droite d’étalonnage : Absorbance = f(concentration). Ne pas omettre les valeurs de
I’eau déminéralisée non dopée. En cuves de 10 cm de trajet optique, 1’absorbance est
d’environ 0,45 pour 1 pmol/l.

« Etablir I’équation A = a.C + b, et calculer le facteur de conversion F = 1/a (umol/l par unité
d’absorbance)

L’absorbance nette est : A = Apyt - be - by
Si les échantillons ont été dilués avant dosage, multiplier les concentrations trouvées par le
facteur de dilution.

Les équivalences molaires ou massiques sont les suivantes :

1 pmol/l de nitrite (NO>) = 1 pmol/l d’azote nitreux (N-NO;")
0.014 mg/1 d’azote nitreux (N-NO3")
0.046 mg/1 de nitrite (NO,)

Strickland & Parsons (1972) précisent que les résultats de deux mesures sur le méme
¢chantillon doivent étre rejetés si leurs absorbances difféerent de : 0.03 entre 0.5 et 1 umol/l;
0.02 entre 0.1 et 0.5 pmol/l; 0.005 entre 0.03 et 0.1 umol/I.



Abs

0,1

0,08

0,06

0,04

0,02

y = 0,049x
R? = 0,9995
0 0,5 1 1,5 2

pmol/L

2,5

Exemple de droite d’étalonnage
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Nitrate (NO3) O-N-O
Mno; =62 g mol |
O

(tiré de Method 10049, adaptée de Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, part 4500-NO3-B)

- gamme de 1 a 10,0 mg/l NOs-N (précise a 0,1 mg/l)

- les échantillons turbides doivent étre filtrés avant analyse (pour enlever la matiére
organique)

- I’ajout d’HCI permet d’empécher I’interférence des ions hydroxydes et carbonates jusqu’a

1g/l de CaCOs3

besoins :
- 1 ml d’acide chlorhydrique a 1 M ;
- eau osmoseée ;
- 1 bécher de 100 ml ;
- cuves en quartz.

technique :
- blanc avec de ’eau osmosée ; blanc des réactifs avec de I’eau osmosée et de I’HCl

- lecture des échantillons a 220 nm (longueur d’onde UV a laquelle la M.O. et les
nitrates absorbent) et 275 nm (longueur d’onde UV a laquelle seule la M.O. absorbe)

- prise d’échantillon de 50 ml auquel on ajoute 1 ml d’HC1 1 M ;

- gamme ¢étalon a faire a partir de (K(38.67 %)NO5(61.32 %) ; M =101.1 g/mol)

- solution mere a 32.6 mg/l de KNO; soit 20 mg/l de NOs a préparer dans de I’eau
osmosée et dont la longueur d’onde est mesurée a 220 nm (mesurer également a 275
nm pour voir) sans ajout d’HCI ;

KNO; (en mg) | NOs™ (en mg) facteur de
dilution de la

SM

16.3 10 2
13.04 8 2.5
8.15 5 4
4.07 2.5 8

1.63 1 20

0 0 0

- C 1 mg/l : diluer 1 ml dans 19 ml d’eau osmosée ; a faire en fiole jaugée !!!
- C 2.5 mg/l : diluer 1,25 ml dans 8,75 ml d’eau osmosée ;
- C 5 mg/l : diluer 2.5 ml dans 7.5 ml d’eau osmosée ;



- C 8 mg/l : diluer 4 ml dans 6 ml d’eau osmosée ;
- C 10 mg/1 : diluer 5 ml dans 5 ml d’eau osmosée.

- mesurer au moins 2 fois chaque concentration
- idéalement, faire 3 courbes étalons ; une a I’eau déminéralisée, une dans de I’eau a 5

psu, et une dans de I’eau de mer (attention pour les deux dernicres aux blancs de la matrice
de dilution)

0,6
0,5 A

,0547x
,99875

<
=) o

2

pe)

0,4
0,3

0,2 "'/////‘/,'
0,1 "”‘r//’//'

0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Exemple de droite d’étalonnage
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SECTION 14
TEST METHOD

MYSID, MYSIDOPSIS BAHIA, SURVIVAL,
GROWTH, AND FECUNDITY TEST
METHOD 1007.0

14.1 SCOPE AND APPLICATION

14.1.1 This method, adapted in part from USEPA (1987d), estimates the chronic toxicity of effluents and receiving
waters to the mysid, Mysidopsis bahia, during a seven-day, static renewal exposure. The effects include the
synergistic, antagonistic, and additive effects of all the chemical, physical, and additive components which
adversely affect the physiological and biochemical functions of the test organisms.

14.1.2 Daily observations on mortality make it possible to also calculate acute toxicity for desired exposure periods
(i.e., 24-h, 48-h, 96-h LC50s).

14.1.3 Detection limits of the toxicity of an effluent or pure substance are organism dependent.

14.1.4 Brief excursions in toxicity may not be detected using 24-h composite samples. Also, because of the long
sample collection period involved in composite sampling and because the test chambers are not sealed, highly
volatile and highly degradable toxicants present in the source may not be detected in the test.

14.1.5 This test is commonly used in one of two forms: (1) a definitive test, consisting of a minimum of five
effluent concentrations and a control, and (2) a receiving water test(s), consisting of one or more receiving water
concentrations and a control.

14.2 SUMMARY OF METHOD

14.2.1 Mpysidopsis bahia 7-day old juveniles are exposed to different concentrations of effluent, or to receiving
water in a static system, during the period of egg development. The test endpoints are survival, growth (measured as
dry weight), and fecundity (measured as the percentage of females with eggs in the oviduct and/or brood pouch).

14.3 INTERFERENCES

14.3.1 Toxic substances may be introduced by contaminants in dilution water, glassware, sample hardware, and
testing equipment (see Section 5, Facilities, Equipment, and Supplies).

14.3.2 Improper effluent sampling and handling may adversely affect test results (see Section 8, Effluent and
Receiving Water Sampling, Sample Handling, and Sample Preparation for Toxicity Tests).

14.3.3 The test results can be confounded by (1) the presence of pathogenic and/or predatory organisms in the
dilution water, effluent, and receiving water, (2) the condition of the brood stock from which the test animals were
taken, (3) the amount and type of natural food in the effluent, receiving water, or dilution water, (4) nutritional
value of the brine shrimp, Artemia nauplii, fed during the test, and (5) the quantity of brine shrimp, Artemia nauplii,
or other food added during the test, which may sequester metals and other toxic substances, and lower the DO.

14.3.4 pH drift during the test may contribute to artifactual toxicity when ammonia or other pH-dependent
toxicants (such as metals) are present. As pH increases, the toxicity of ammonia also increases (see Subsection
8.8.6), so upward pH drift may increase sample toxicity. For metals, toxicity may increase or decrease with
increasing pH. Lead and copper were found to be more acutely toxic at pH 6.5 than at pH 8.0 or 8.5, while nickel
and zinc were more toxic at pH 8.5 than at pH 6.5 (USEPA, 1992). In situations where sample toxicity is confirmed
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to be artifactual and due to pH drift (as determined by parallel testing as described in Subsection 14.3.4.1), the
regulatory authority may allow for control of sample pH during testing using procedures outlined in Subsection
14.3.4.2. It should be noted that artifactual toxicity due to pH drift is not likely to occur unless pH drift is large
(more than 1 pH unit) and/or the concentration of some pH-dependent toxicant in the sample is near the threshold
for toxicity.

14.3.4.1 To confirm that toxicity is artifactual and due to pH drift, parallel tests must be conducted, one with
controlled pH and one with uncontrolled pH. In the uncontrolled-pH treatment, the pH is allowed to drift during the
test. In the controlled-pH treatment, the pH is maintained using the procedures described in Subsection 14.3.4.2.
The pH to be maintained in the controlled-pH treatment (or target pH) will depend on the objective of the test. If
the objective of the WET test is to determine the toxicity of the effluent in the receiving water, the pH should be
maintained at the pH of the receiving water (measured at the edge of the regulatory mixing zone). If the objective
of the WET test is to determine the absolute toxicity of the effluent, the pH should be maintained at the pH of the
sample after adjusting the sample salinity for use in marine testing.

14.3.4.1.1 During parallel testing, the pH must be measured in each treatment at the beginning (i.e., initial pH) and
end (i.e., final pH) of each 24-h exposure period. For each treatment, the mean initial pH (e.g., averaging the initial
pH measured each day for a given treatment) and the mean final pH (e.g., averaging the final pH measured each day
for a given treatment) must be reported. pH measurements taken during the test must confirm that pH was
effectively maintained at the target pH in the controlled-pH treatment. For each treatment, the mean initial pH and
the mean final pH should be within + 0.3 pH units of the target pH. Test procedures for conducting toxicity
identification evaluations (TIEs) also recommend maintaining pH within + 0.3 pH units in pH-controlled tests
(USEPA, 1996).

14.3.4.1.2 Total ammonia also should be measured in each treatment at the outset of parallel testing. Total
ammonia concentrations greater than 5 mg/L in the 100% effluent are an indicator that toxicity observed in the test
may be due to ammonia (USEPA, 1992).

14.3.4.1.3 Results from both of the parallel tests (pH-controlled and uncontrolled treatments) must be reported to
the regulatory authority. If the uncontrolled test meets test acceptability criteria and shows no toxicity at the
permitted instream waste concentration, then the results from this test should be used for determining compliance.
If the uncontrolled test shows toxicity at the permitted instream waste concentration, then the results from the pH-
controlled test should be used for determining compliance, provided that this test meets test acceptability criteria
and pH was properly controlled (see Subsection 14.3.4.1.1).

14.3.4.1.4 To confirm that toxicity observed in the uncontrolled test was artifactual and due to pH drift, the results
of the controlled and uncontrolled-pH tests are compared. If toxicity is removed or reduced in the pH-controlled
treatment, artifactual toxicity due to pH drift is confirmed for the sample. To demonstrate that a sample result of
artifactual toxicity is representative of a given effluent, the regulatory authority may require additional information
or additional parallel testing before pH control (as described in Subsection 14.3.4.2) is applied routinely to
subsequent testing of the effluent.

14.3.4.2 The pH can be controlled with the addition of acids and bases and/or the use of a CO,-controlled
atmosphere over the test chambers. pH is adjusted with acids and bases by dropwise adding 1N NaOH or 1N HCl
(see Subsection 8.8.9). The addition of acids and bases should be minimized to reduce the amount of additional
ions (Na or Cl) added to the sample. pH is then controlled using the CO,-controlled atmosphere technique. This
may be accomplished by placing test solutions and test organisms in closed headspace test chambers, and then
injecting a predetermined volume of CO, into the headspace of each test chamber (USEPA, 1991b; USEPA, 1992);
or by placing test chambers in an atmosphere flushed with a predetermined mixture of CO, and air (USEPA, 1996).
Prior experimentation will be needed to determine the appropriate CO,/air ratio or the appropriate volume of CO, to
inject. This volume will depend upon the sample pH, sample volume, container volume, and sample constituents.
If more than 5% CO, is needed, adjust the solutions with acids (1N HCI) and then flush the headspace with no more
than 5% CO, (USEPA, 1992). If the objective of the WET test is to determine the toxicity of the effluent in the
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receiving water, atmospheric CO, in the test chambers is adjusted to maintain the test pH at the pH of the receiving
water (measured at the edge of the regulatory mixing zone). If the objective of the WET test is to determine the
absolute toxicity of the effluent, atmospheric CO, in the test chambers is adjusted to maintain the test pH at the pH
of the sample after adjusting the sample salinity for use in marine testing. USEPA (1996) and Mount and Mount
(1992) provide techniques and guidance for controlling test pH using a CO,-controlled atmosphere. In pH-
controlled testing, control treatments must be subjected to all manipulations that sample treatments are subjected to.
These manipulations must be shown to cause no lethal or sublethal effects on control organisms. In pH-controlled
testing, the pH also must be measured in each treatment at the beginning and end of each 24-h exposure period to
confirm that pH was effectively controlled at the target pH level.

14.4 SAFETY

14.4.1 See Section 3, Health and Safety.

14.5 APPARATUS AND EQUIPMENT

14.5.1 Facilities for holding and acclimating test organisms.

14.5.2 Brine shrimp, Artemia, culture unit -- see Subsection 14.6.12 below and Section 4, Quality Assurance.
14.5.3 Mysid, Mysidopsis bahia, culture unit -- see Subsection 14.13 below. This test requires a minimum of 240
7-day old (juvenile) mysids. It is preferable to obtain the test organisms from an in-house culture unit. If it is not
feasible to culture mysids in-house, juveniles can be obtained from other sources, if shipped in well oxygenated

saline water in insulated containers.

14.5.4 Samplers -- automatic sampler, preferably with sample cooling capability, that can collect a 24-h composite
sample of 5 L.

14.5.5 Environmental chamber or equivalent facility with temperature control (26 £+ 1°C).
14.5.6 Water purification system -- Millipore Milli-Q®, deionized water or equivalent.
14.5.7 Balance -- Analytical, capable of accurately weighing to 0.00001 g.

14.5.8 Reference weights, Class S -- for checking performance of balance. Weights should bracket the expected
weights of the weighing pans and weighing pans plus organisms.

14.5.9 Drying oven -- 50-105°C range, for drying organisms.
14.5.10 Desiccator -- for holding dried organisms.
14.5.11 Air pump -- for oil-free air supply.

14.5.12 Air lines, and air stones -- for aerating cultures, brood chambers, and holding tanks, and supplying air to
test solutions with low DO.

14.5.13 Meters, pH and DO -- for routine physical and chemical measurements.
14.5.14 Tray -- for test vessels; approximately 90 X 48 cm to hold 56 vessels.

14.5.15 Standard or micro-Winkler apparatus -- for determining DO and checking DO meters.
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14.5.16 Dissecting microscope (350-400X magnification) -- for examining organisms in the test vessels to
determine their sex and to check for the presence of eggs in the oviducts of the females.

14.5.17 Light box -- for illuminating organisms during examination.

14.5.18 Refractometer or other method -- for determining salinity.

14.5.19 Thermometers, glass or electronic, laboratory grade -- for measuring water temperatures.

14.5.20 Thermometers, bulb-thermograph or electronic-chart type -- for continuously recording temperature.

14.5.21 Thermometer, National Bureau of Standards Certified (see USEPA Method 170.1, USEPA, 1979b) -- to
calibrate laboratory thermometers.

14.5.22 Test chambers -- 200 mL borosilicate glass beakers or non-toxic 8 oz disposable plastic cups or other
similar containers. Forty-eight (48) test vessels are required for each test (eight replicates at each of five effluent
concentrations and a control). To avoid potential contamination from the air and excessive evaporation of test
solutions during the test, the chambers should be covered with safety glass plates or sheet plastic (6 mm thick).

14.5.23 Beakers or flasks -- six, borosilicate glass or non-toxic plasticware, 2000 mL for making test solutions.

14.5.24 Wash bottles -- for deionized water, for washing organisms from containers and for rinsing small
glassware and instrument electrodes and probes.

14.5.25 Volumetric flasks and graduated cylinders -- Class A, borosilicate glass or non-toxic plastic labware,
50-2000 mL for making test solutions.

14.5.26 Separatory funnels, 2-L -- Two-four for culturing Artemia.

14.5.27 Pipets, volumetric -- Class A, 1-100 mL.

14.5.28 Pipets, automatic -- adjustable, 1-100 mL.

14.5.29 Pipets, serological -- 1-10 mL, graduated.

14.5.30 Pipet bulbs and fillers -- PROPIPET®, or equivalent.

14.5.31 Droppers, and glass tubing with fire polished edges, 4 mm ID -- for transferring organisms.

14.5.32 Forceps -- for transferring organisms to weighing pans.

14.5.33 NITEX" or stainless steel mesh sieves (<150 pm, 500-1000 um, 3-5 mm) -- for concentrating organisms.
14.5.34 Depression glass slides or depression spot plates -- two, for observing organisms.

14.6 REAGENTS AND CONSUMABLE MATERIALS

14.6.1 Sample containers -- for sample shipment and storage (see Section 8, Effluent and Receiving Water
Sampling, Sample Handling, and Sample Preparation for Toxicity Tests).

14.6.2 Data sheets (one set per test) -- for data recording (Figures 2, 7, and 8).

14.6.3 Tape, colored -- for labeling test chambers.
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14.6.4 Markers, waterproof -- for marking containers, etc.
14.6.5 Weighing pans, aluminum -- to determine the dry weight of organisms.

14.6.6 Buffers, pH 4, pH 7, and pH 10 (or as per instructions of instrument manufacturer) -- for standards and
calibration check (see USEPA Method 150.1, USEPA, 1979b).

14.6.7 Membranes and filling solutions -- for dissolved oxygen probe (see USEPA Method 360.1, USEPA,
1979b), or reagents for modified Winkler analysis.

14.6.8 Laboratory quality assurance samples and standards -- for the above methods.
14.6.9 Reference toxicant solutions -- see Section 4, Quality Assurance.

14.6.10 Reagent water -- defined as distilled or deionized water that does not contain substances which are toxic to
the test organisms (see Section 5, Facilities, Equipment, and Supplies).

14.6.11 Effluent, receiving water, and dilution water -- see Section 7, Dilution Water, and Section 8, Effluent and
Receiving Water Sampling, Sample Handling, and Sample Preparation for Toxicity Tests. Dilution water
containing organisms that might prey upon or otherwise interfere with the test organisms should be filtered through
a fine mesh net (with 150 pm or smaller openings).

14.6.11.1 Saline test and dilution water -- The salinity of the test water must be in the range of 20%o to 30%o. The
salinity should vary by no more than + 2% among the chambers on a given day. If effluent and receiving water
tests are conducted concurrently, the salinities of these tests should be similar.

14.6.11.2 The overwhelming majority of industrial and sewage treatment effluents entering marine and estuarine
systems contain little or no measurable salts. Exposure of mysids to these effluents will require adjustments in the
salinity of the test solutions. It is important to maintain a constant salinity across all treatments. In addition, it may
be desirable to match the test salinity with that of the receiving water. Two methods are available to adjust salinities
— a hypersaline brine (HSB) derived from natural seawater or artificial sea salts.

14.6.11.3 HSB has several advantages that make it desirable for use in toxicity testing. It can be made from any
high quality, filtered seawater by evaporation, and can be added to the effluent or to deionized water to increase the
salinity. Brine derived from natural seawater contains the necessary trace metals, biogenic colloids, and some of the
microbial components necessary for adequate growth, survival, and/or reproduction of marine and estuarine
organisms, and may be stored for prolonged periods without any apparent degradation. However, if 100%0 HSB is
used as a diluent, the maximum concentration of effluent that can be tested is 80% effluent at 30%o salinity and 70%
effluent at 30%o salinity.

14.6.11.3.1 The ideal container for making brine from natural seawater is one that (1) has a high surface to volume
ratio, (2) is made of a non-corrosive material, and (3) is easily cleaned (fiberglass containers are ideal). Special care
should be used to prevent any toxic materials from coming in contact with the seawater being used to generate the
brine. If a heater is immersed directly into the seawater, ensure that the heater materials do not corrode or leach any
substances that would contaminate the brine. One successful method used is a thermostatically controlled heat
exchanger made from fiberglass. If aeration is used, only oil-free air compressors should be used to prevent
contamination.

14.6.11.3.2 Before adding seawater to the brine generator, thoroughly clean the generator, aeration supply tube,

heater, and any other materials that will be in direct contact with the brine. A good quality biodegradable detergent
should be used, followed by several (at least three) thorough deionized water rinses.
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14.6.11.3.3 High quality (and preferably high salinity) seawater should be filtered to at least 10 pm before placing
into the brine generator. Water should be collected on an incoming tide to minimize the possibility of
contamination.

14.6.11.3.4 The temperature of the seawater is increased slowly to 40°C. The water should be aerated to prevent
temperature stratification and to increase water evaporation. The brine should be checked daily (depending on the
volume being enerated) to ensure that the salinity does not exceed 100%o and that the temperature does not exceed
40°C. Additional seawater may be added to the brine to obtain the volume of brine required.

14.6.11.3.5 After the required salinity is attained, the HSB should be filtered a second time through a 1 mm filter
and poured directly into portable containers (20-L cubitainers or polycarbonate water cooler jugs are suitable). The
containers should be capped and labeled with the date the brine was generated and its salinity. Containers of HSB
should be stored in the dark and maintained under room temperature until used.

14.6.11.3.6 1If a source of HSB is available, test solutions can be made by following the directions below.
Thoroughly mix together the deionized water and HSB before mixing in the effluent.

14.6.11.3.7 Divide the salinity of the HSB by the expected test salinity to determine the proportion of deionized
water to brine. For example, if the salinity of the brine is 100%o and the test is to be conducted at 20%o, 100%o
divided by 20%o0 = 5.0. The proportion of brine is 1 part in 5 (one part brine to four parts deionized water). To
make 1 L of seawater at 20%o salinity from a HSB of 100%o, 200 mL of brine and 800 mL of deionized water are
required.

14.6.11.3.8 Table 2 illustrates the composition of 1800 mL test solutions at 20%o if they are made by combining
effluent (0%o), deionized water and HSB of 100%o (only). The volume (mL) of brine required is determined by
using the amount calculated above. In this case, 200 mL of brine is required for 1 L; therefore, 360 mL would be
required for 1.8 L of solution. The volumes of HSB required are constant. The volumes of deionized water are
determined by subtracting the volumes of effluent and brine from the total volume of solution: 1800 mL - mL
effluent - mL brine = mL deionized water.

14.6.11.4 Acrtificial sea salts: FORTY FATHOMS® brand sea salts have been used successfully to culture and
perform life cycle tests with mysids (Horne, et al., 1983; ASTM, 1993) (see Section 7, Dilution Water). HW
MARINEMIX® sea salts have been used successfully to culture mysids and perform the mysid toxicity test (USEPA
Region 6 Houston Laboratory; EMSL-Cincinnati). In addition, a slightly modified version of the GP2 medium
(Spotte et al., 1984) has been successfully used to perform the mysid survival, growth, and fecundity test (Table 1).

14.6.11.4.1 Synthetic sea salts are packaged in plastic bags and mixed with deionized water or equivalent. The
instructions on the package of sea salts should be followed carefully, and the salts should be mixed in a separate
container -- not in the culture tank. The deionized water used in hydration should be in the temperature range of 21-
26°C. Seawater made from artificial sea salts is conditioned (Spotte, 1973; Spotte, et al., 1984; Bower, 1983)
before it is used for culturing or testing. After adding the water, place an airstone in the container, cover, and aerate
the solution mildly for 24 h before use.

14.6.11.4.2 The GP2 reagent grade chemicals (Table 1) should be mixed with deionized (DI) water or its
equivalent in a container other than the culture or testing tanks. The deionized water used for hydration should be
between 21-26°C. The artificial seawater must be conditioned (aerated) for 24 h before use as the testing medium.
If the solution is to be autoclaved, sodium bicarbonate is added after the solution has cooled. A stock solution of
sodium bicarbonate is made up by dissolving 33.6 g NaHCO; in 500 mL of deionized water. Add 2.5 mL of this
stock solution for each liter of the GP2 artificial seawater.
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TABLE 1. REAGENT GRADE CHEMICALS USED IN THE PREPARATION OF GP2 ARTIFICIAL
SEAWATER FOR THE MY SID, MYSIDOPSIS BAHIA, TOXICITY TEST'**

Compound Concentration Amount (g)
(g/L) Required for
20L
NaCl 21.03 420.6
Na,SO, 3.52 70.4
Kcl 0.61 12.2
KBr 0.088 1.76
Na,B,0,-10 H,0 0.034 0.68
MgCl,-6 H,0 9.50 190.0
CaCl,'2 H,0 1.32 26.4
SrCl,6 H,0 0.02 0.400
NaHCO;, 0.17 3.40

' Modified GP2 from Spotte et al. (1984).
The constituent salts and concentrations were taken from USEPA (1990b). The salinity is 30.89 g/L.
3 GP2 can be diluted with deionized (DI) water to the desired test salinity.

14.6.12 BRINE SHRIMP, ARTEMIA, NAUPLII -- for feeding cultures and test organisms.
14.6.12.1 Newly hatched Artemia nauplii are used for food for the stock cultures and test organisms. Although

there are many commercial sources of brine shrimp cysts, the Brazilian or Colombian strains are preferred because
the supplies examined have had low concentrations of chemical residues and produce nauplii of suitably small size.
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TABLE 2. QUANTITIES OF EFFLUENT, DEIONIZED WATER, AND HYPERSALINE BRINE (100%o)
NEEDED TO PREPARE 1800 ML VOLUMES OF TEST SOLUTION WITH A SALINITY OF

20%o
Effluent Volume of Volume of Volume of
Concentration Effluent Deionized Hypersaline Total Volume
(%) (0%o) Water Brine (mL)
(mL) (mL) (mL)

80 1440 0 360 1800

40 720 720 360 1800

20 360 1080 360 1800

10 180 1260 360 1800

5 90 1350 360 1800

Control 0 1440 360 1800

Total 2790 5850 2160 10800

14.6.12.2 Each new batch of Artemia cysts must be evaluated for size (Vanhaecke and Sorgeloos, 1980, and
Vanhaecke et al., 1980) and nutritional suitability (Leger, et al., 1985, Leger, et al., 1986) against known suitable
reference cysts by performing a side-by-side larval growth test using the "new" and "reference" cysts. The
"reference"” cysts used in the suitability test may be a previously tested and acceptable batch of cysts. A sample of
newly-hatched Artemia nauplii from each new batch of cysts should be chemically analyzed. The Artemia cysts
should not be used if the concentration of total organic chlorine exceeds 0.15 pg/g wet weight or the total
concentration of organochlorine pesticides plus PCBs exceeds 0.30 pg/g wet weight (For analytical methods see
USEPA, 1982).

14.6.12.2.1 Artemia nauplii are obtained as follows:

1 Add 1 L of seawater, or an aqueous uniodized salt (NaCl) solution prepared with 35 g salt or
artificial sea salts to 1 L of deionized water, to a 2-L separatory funnel, or equivalent.
2. Add 10 mL Artemia cysts to the separatory funnel and aerate for 24 h at 27°C. Hatching time

varies with incubation temperature and the geographic strain of Artemia used (see USEPA, 1985a;
USEPA, 2002a; ASTM, 1993).

3. After 24 h, cut off the air supply in the separatory funnel. Artemia nauplii are phototactic, and
will concentrate at the bottom of the funnel if it is covered for 5-10 minutes. To prevent mortality,
do not leave the concentrated nauplii at the bottom of the funnel more than 10 min without
aeration.

4. Drain the nauplii into a beaker or funnel fitted with a 150 um NITEX® or stainless steel screen,
and rinse with seawater or equivalent before use.

14.6.12.3 Testing Artemia nauplii as food for toxicity test organisms.

14.6.12.3.1 The primary criteria for acceptability of each new supply of brine shrimp, cysts is adequate survival,
growth, and reproduction of the mysids. The mysids used to evaluate the acceptability of the brine shrimp nauplii
must be of the same geographical origin and stage of development (7 days old) as those used routinely in the
toxicity tests. Sufficient data to detect differences in survival and growth should be obtained by using eight
replicate test chambers, each containing 5 mysids, for each type of food.
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14.6.12.3.2 The feeding rate and frequency, test vessels, volume of control water, duration of the test, and age of
the Artemia nauplii at the start of the test, should be the same as used for the routine toxicity tests.

14.6.12.3.3 Results of the brine shrimp, Arfemia, nauplii nutrition assay, where there are only two treatments, can
be evaluated statistically by use of a t test. The "new" food is acceptable if there are no statistically significant
differences in the survival, growth, and reproduction of the mysids fed the two sources of nauplii.

14.6.13 TEST ORGANISMS, Mysidopsis bahia (see Rodgers et al., 1986 and USEPA, 2002a for information on
mysid ecology). The genus name of this organism was formally changed to Americamysis (Price et al., 1994);
however, the method manual will continue to refer to Mysidopsis bahia to maintain consistency with previous
versions of the method.

14.6.13.1 Brood Stock

14.6.13.1.1 To provide an adequate supply of juveniles for a test, mysid, Mysidopsis bahia, cultures should be
started at least four weeks before the test animals are needed. At least 200 mysids, Mysidopsis bahia, should be
placed in each culture tank to ensure that 1500 to 2000 animals will be available by the time preparations for a test
are initiated.

14.6.13.1.2 Mysids, Mysidopsis bahia, may be shipped or otherwise transported in polyethylene bottles or
CUBITAINERS®. Place 50 animals in 700 mL of seawater in a 1-L shipping container. To control bacterial growth
and prevent DO depletion during shipment, do not add food. Before closing the shipping container, oxygenate the
water for 10 min. The mysids, Mysidopsis bahia, will starve if not fed within 36 h, therefore, they should be
shipped so that they are not in transit more than 24 h.

14.6.13.1.3 The identification of the Mysidopsis bahia stock culture should be verified using the key from Heard
(1982), Price (1978), Price, (1982), Stuck et al. (1979a), and Stuck et al. (1979b). Records of the verification
should be retained along with a few of the preserved specimens.

14.6.13.1.4 Glass aquaria (120- to 200-L) are recommended for cultures. Other types of culture chambers may
also be convenient. Three or more separate cultures should be maintained to protect against loss of the entire
culture stock in case of accident, low DO, or high nitrite levels, and to provide sufficient numbers of juvenile
mysids, Mysidopsis bahia, for toxicity tests. Fill the aquaria about three-fourths full of seawater. A flow-through
system is recommended if sufficient natural seawater is available, but a closed, recirculating or static renewal
system may be used if proper water conditioning is provided and care is exercised to keep the pH above 7.8 and
nitrite levels below 0.05 mg/L.

14.6.13.1.5 Standard aquarium undergravel filters should be used with either the flow-through or recirculating
system to provide aeration and a current conducive to feeding (Gentile et al., 1983). The undergravel filter is
covered with a prewashed, coarse (2-5 mm) dolomite substrate, 2.5 cm deep for flow-through cultures or 10 cm
deep for recirculating cultures.

14.6.13.1.6 The recirculating culture system is conditioned as follows:
I. After the dolomite has been added, the filter is attached to the air supply and operated for 24 h.

Approximately 4 L of seed water obtained from a successfully operating culture is added to the
culture chamber.

3. The nitrite level is checked daily with an aquarium test kit or with EPA Method 354.1
(USEPA, 1979b).
4. Add about 30 mL of concentrated Artemia nauplii every other day until the nitrite level reaches at

least 2.0 mg/L. The nitrite will continue to rise for several days without adding more Artemia
nauplii and will then slowly decrease to less than 0.05 mg/L.
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5. After the nitrite level falls below 0.05 mg/L, add another 30 mL of Arfemia nauplii concentrate
and check the nitrite concentration every day.

6. Continue this cycle until the addition of Artemia nauplii does not cause a rise in the nitrite
concentration. The culture chamber is then conditioned and is ready to receive mysids.
7. Add only a few (5-20) mysids at first, to determine if conditions are favorable. If these mysids are

still doing well after a week, several hundred more can be added.

14.6.13.1.7 1t is important to add enough food to keep the adult animals from cannibalizing the young, but not so
much that the DO is depleted or that there is a buildup of toxic concentrations of ammonia and nitrite. Just enough
newly-hatched Artemia nauplii are fed twice a day so that each feeding is consumed before the next feeding.

14.6.13.1.8 Natural seawater is recommended as the culture medium, but HSB may be used to make up the culture
water if natural seawater is not available. EMSL-Cincinnati has successfully used FORTY FATHOMS?® artificial
sea salts for culturing and toxicity tests of mysids, and USEPA, Region 6 has used HW MARINEMIX" artificial sea
salts.

14.6.13.1.9 Mysids, Mysidopsis bahia, should be cultured at a temperature of 26 = 1°C. No water temperature
control equipment is needed if the ambient laboratory temperature remains in the recommended range, and if there
are no frequent, rapid, large temperature excursions in the culture room.

14.6.13.1.10 The salinity should be maintained at 30 + 2%o, or at a lower salinity (but not less than 20%o) if most of
the tests will be conducted at a lower salinity.

14.6.13.1.11 Day/night cycles prevailing in most laboratories will provide adequate illumination for normal growth
and reproduction. A 16-h/8-h day/night cycle in which the light is gradually increased and decreased to simulate
dawn and dusk conditions, is recommended.

14.6.13.1.12 Mysid, Mysidopsis bahia, culture may suffer if DOs fall below 5 mg/L for extended periods. The
undergravel filter will usually provide sufficient DO. If the DO drops below 5 mg/L at 25°C and 30%o., additional
aeration should be provided. Measure the DO in the cultures daily the first week and then at least weekly thereafter.

14.6.13.1.13 Suspend a clear glass or plastic panel over the cultures, or use some other means of excluding dust
and dirt, but leave enough space between the covers and culture tanks to allow circulation of air over the cultures.

14.6.13.1.14 If hydroids or worms appear in the cultures, remove the mysids and clean the chambers thoroughly,
using soap and hot water. Rinse once with acid (10% HCI) and three times with distilled or deionized water.
Mysids with attached hydroids should be discarded. Those without hydroids should be transferred by hand
pipetting into three changes of clean seawater before returning them to the cleaned culture chamber. To guard
against predators, natural seawater should be filtered through a net with 30 pm mesh openings before entering the
culture vessels.

14.6.13.1.15 Mysids, Mysidopsis bahia, are very sensitive to low pH and sudden changes in temperature. Care
should be taken to maintain the pH at 8.0 = 0.3, and to limit rapid changes in water temperature to less than 3°C.

14.6.13.1.16 Mysids, Mysidopsis bahia, should be handled carefully and as little as possible so that they are not
unnecessarily stressed or injured. They should be transferred between culture chambers with long handled cups
with netted bottoms. Animals should be transferred to the test vessels with a large bore pipette (4-mm), taking care
to release the animals under the surface of the water. Discard any mysids that are injured during handling.
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14.6.13.1.17 Culture Maintenance (Also See USEPA, 2002a)

14.6.13.1.17.1 Cultures in closed, recirculating systems are fed twice a day. If no nauplii are present in the culture
chamber after four hours, the amount of food should be increased slightly. In flow-through systems, excess food
can be a problem by promoting bacterial growth and low dissolved oxygen.

14.6.13.1.17.2 Careful culture maintenance is essential. The organisms should not be allowed to become too
crowded. The cultures should be cropped as often as necessary to maintain a density of about 20 mysids per liter.
At this density, at least 70% of the females should have eggs in their brood pouch. If they do not, the cultures are
probably under stress, and the cause should be found and corrected. If the cause cannot be found, it may be
necessary to restart the cultures with a clean culture chamber, a new batch of culture water, and clean gravel.

14.6.13.1.17.3 In closed, recirculating systems, about one third of the culture water should be replaced with newly
prepared seawater every week. Before siphoning the old media from the culture, it is recommended that the sides of
the vessel be scraped and the gravel carefully turned over to prevent excessive buildup of algal growth. Twice a
year the mysids should be removed from the recirculating cultures, the gravel rinsed in clean seawater, the sides of
the chamber washed with clean seawater, and the gravel and animals returned to the culture vessel with newly
conditioned seawater. No detergent should be used, and care should be taken not to rinse all the bacteria from the
gravel.

14.6.13.2 Test Organisms

14.6.13.2.1 The test is begun with 7-day-old juveniles. To have the test animals available and acclimated to test
conditions at the start of the test, gravid females must be obtained from the stock culture eight days in advance of
the test. Whenever possible, brood stock should be obtained from cultures having similar salinity, temperature, light
regime, etc., as are to be used in the toxicity test.

14.6.13.2.2 Eight days before the test is to start, sufficient gravid females are placed in brood chambers. Assuming
that 240 juveniles are needed for each test, approximately half this number (120) of gravid females should be
transferred to brood chambers. The mysids are removed from the culture tank with a net or netted cup and placed in
20-cm diameter finger bowls. The gravid females are transferred from the finger bowls to the brood chambers with
a large-bore pipette or, alternatively, are transferred by pouring the contents of the finger bowls into the water in the
brood chambers.

14.6.13.2.3 The mysid juveniles may be collected for the toxicity tests by transferring gravid females from the
stock cultures to netted (1000 pm) flow-through containers (Figure 1) held within 4-L glass, wide-mouth separatory
funnels. Newly released juveniles can pass through the netting, whereas the females are retained. The gravid
females are fed newly hatched Artemia nauplii, and are held overnight to permit the release of young. The juvenile
mysids are collected by opening the stopcock on the funnel and collecting them in another container from which
they are transferred to holding tanks using a wide bore (4 mm ID) pipette. The brood chambers usually require
aeration to maintain sufficient DO and to keep the food in suspension.
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INFLOW

SEPARATORY
FUNNEL

Figure 1.  Apparatus (brood chamber) for collection of juvenile mysids,
Mysidopsis bahia. From USEPA (19874d).

14.6.13.2.4 The temperature in the brood chamber should be maintained at the upper acceptable culture limit (26 -
27°C), or 1°C higher than the cultures, to encourage faster brood release. At this temperature, sufficient juveniles

should be produced for the test.

14.6.13.2.5 The newly released juveniles (age = 0 days) are transferred to 20-L glass aquaria (holding vessels)
which are gently aerated. Smaller holding vessels may be used, but the density of organisms should not exceed 10
mysids per liter. The test animals are held in the holding vessel for six days prior to initiation of the test. The

holding medium is renewed every other day.
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14.6.13.2.6 During the holding period, the mysids are acclimated to the salinity at which the test will be conducted,
unless already at that salinity. The salinity should be changed no more than 2%o per 24 h to minimize stress on the
juveniles.

14.6.13.2.7 The temperature during the holding period is critical to mysid development, and must be maintained at
26 + 1°C. If the temperature cannot be maintained in this range, it is advisable to hold the juveniles an additional
day before beginning the test.

14.6.13.2.8 During the holding period, just enough newly-hatched Artemia nauplii are fed twice a day (a total of at
least 150 nauplii per mysid per day) so that some food is constantly present.

14.6.13.2.9 If the test is to be performed in the field, the juvenile mysids, Mysidopsis bahia, should be gently
siphoned into 1-L polyethylene wide-mouth jars with screw-cap lids filled two-thirds full with clean seawater from
the holding tank. The water in these jars is aerated for 10 min, and the jars are capped and packed in insulated
boxes for shipment to the test site. Food should not be added to the jars to prevent the development of excessive
bacterial growth and a reduction in DO.

14.6.13.2.10 Upon arrival at the test site (in less than 24 h) the mysids, Mysidopsis bahia, are gently poured from
the jars into 20-cm diameter glass culture dishes. The jars are rinsed with salt water to dislodge any mysids that may
adhere to the sides. If the water appears milky, siphon off half of it with a netted funnel (to avoid siphoning the
mysids) and replace with clean salt water of the same salinity and temperature. If no Artemia nauplii are present in
the dishes, feed about 150 Artemia nauplii per mysid.

14.6.13.2.11 The pre-test holding conditions of test organisms (as well as the test conditions) have been shown to
significantly influence the success of achieving the test acceptability criteria for the fecundity endpoint (egg
production by 50% or more of control females). Temperature, feeding, and organism density are important factors
in the rate of mysid development. Laboratories should optimize these factors (within the limits of the test
procedure) during both the pre-test holding period and the testing period to encourage achieving the test
acceptability criteria for the fecundity endpoint. If test organisms are purchased, the testing laboratory should also
confer with the supplier to ensure that pre-test holding conditions are optimized to successfully achieve the
fecundity endpoint. Lussier ef al. (1999) found that by increasing holding temperature and test temperature from
26°C £ 1°C to 26°C - 27°C and maintaining holding densities to <10 organisms / L, the percentage of tests meeting
the test acceptability criteria for fecundity increased from 60% to 97%. While the fecundity endpoint is an optional
endpoint, it is often the most sensitive measure of toxicity, and the 7-d mysid test estimates the chronic toxicity of
effluents most effectively when all three endpoints (survival, growth, and fecundity) are measured (Lussier ef al.
1999).

14.7 EFFLUENT AND RECEIVING WATER COLLECTION, PRESERVATION, AND STORAGE

14.7.1 See Section 8, Effluent and Receiving Water Sampling, Sample Handling, and Sample Preparation for
Toxicity Tests.

14.8 CALIBRATION AND STANDARDIZATION
14.8.1 See Section 4, Quality Assurance.

14.9 QUALITY CONTROL

14.9.1 See Section 4, Quality Assurance.

14.9.2 The reference toxicant recommended for use with the mysid 7-day test is copper sulfate or sodium dodecyl
sulfate.
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14.10 TEST PROCEDURES
14.10.1 TEST DESIGN

14.10.1.1 The test consists of at least five effluent concentrations plus a site water control and a reference water
treatment (natural seawater or seawater made up from hypersaline brine, or equivalent).

14.10.1.2 Effluent concentrations are expressed as percent effluent.

14.10.1.3 Eight replicate test vessels, each containing 5 to 7 day old animals, are used per effluent concentration
and control.

14.10.2 TEST SOLUTIONS
14.10.2.1 Receiving waters

14.10.2.1.1 The sampling point(s) is determined by the objectives of the test. At estuarine and marine sites,
samples are usually collected at mid-depth. Receiving water toxicity is determined with samples used directly as
collected or with samples passed through a 60 um NITEX® filter and compared without dilution, against a control.
Using eight replicate chambers per test, each containing 150 mL, and 400 mL for chemical analysis, would require
approximately 1.6 L or more of sample per test per day.

14.10.2.2 Effluents

14.10.2.2.1 The selection of the effluent test concentrations should be based on the objectives of the study. A
dilution factor of 0.5 is commonly used. A dilution factor of 0.5 provides precision of + 100%, and testing of
concentrations between 6.25% and 100% effluent using only five effluent concentrations (6.25%, 12.5%, 25%,
50%, and 100%). Test precision shows little improvement as dilution factors are increased beyond 0.5 and declines
rapidly if smaller dilution factors are used. Therefore, USEPA recommends the use of the > 0.5 dilution factor.
If 100%0 HSB is used as a diluent, the maximum concentration of effluent that can be tested will be 80% at 20%eo
and 70% at 30%o salinity.

14.10.2.2.2 If the effluent is known or suspected to be highly toxic, a lower range of effluent concentrations should
be used (such as 25%, 12.5%, 6.25%, 3.12%, and 1.56%). If high mortality is observed during the first 1-to-2 h of
the test, additional dilutions at the lower range of effluent concentrations should be added.

14.10.2.2.3 The volume of effluent required for daily renewal of eight replicates per concentration for five
concentrations of effluent and a control, each containing 150 mL of test solution, is approximately 1200 mL.
Prepare enough test solution (approximately 1600 mL) at each effluent concentration to provide 400 mL additional
volume for chemical analyses.

14.10.2.2.4 Just prior to test initiation (approximately 1 h), the temperature of a sufficient quantity of the sample to
make the test solutions should be adjusted to the test temperature (26 = 1°C) and maintained at that temperature
during the addition of dilution water.

14.10.2.2.5 Higher effluent concentrations (i.e., 25%, 50%, and 100%) may require aeration to maintain adequate
dissolved oxygen concentrations. However, if one solution is aerated, all concentrations must be aerated. Aerate
effluent as it warms and continue to gently aerate test solutions in the test chambers for the duration of the test.

14.10.2.2.6 Effluent dilutions should be prepared for all replicates in each treatment in one flask to minimize

variability among the replicates. The test chambers (cups) are labeled with the test concentration and replicate
number. Dispense 150 mL of the appropriate effluent dilution to each test chamber.
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14.10.2.3 Dilution Water

14.10.2.3.1 Dilution water may be uncontaminated natural seawater (receiving water), HSB prepared from natural
seawater, or artificial seawater prepared from FORTY FATHOMS® or GP2 sea salts (see Table 1 and Section 7,
Dilution Water). Other artificial sea salts may be used for culturing mysid and for the survival, growth, and
fecundity test if the control criteria for acceptability of test data are satisfied.

14.10.3 START OF THE TEST

14.10.3.1 The test should begin as soon as possible, preferably within 24 h after sample collection. The maximum
holding time following retrieval of the sample from the sampling device should not exceed 36 h for off-site toxicity
tests unless permission is granted by the permitting authority. In no case should the test be started more than 72 h
after sample collection (see Section 8, Effluent and Receiving Water Sampling, Sample Handling, and Sample
Preparation for Toxicity Tests).

14.10.3.2 Begin the test by randomly placing five animals (one at a time) in each test cup of each treatment using a
large bore (4 mm ID) pipette (see Appendix A for an example of randomization). It is easier to capture the animals
if the volume of water in the dish is reduced and the dish is placed on a light table. It is recommended that the
transfer pipette be rinsed frequently because mysids tend to adhere to the inside surface.

14.10.4 LIGHT, PHOTOPERIOD, SALINITY AND TEMPERATURE

14.10.4.1 The light quality and intensity under ambient laboratory conditions are generally adequate. Light
intensity of 10-20 pE/m%s, or 50 to 100 foot candles (ft-c), with a photoperiod of 16 h light and 8 h darkness. It is
critical that the test water temperature be maintained at 26 + 1°C. It is recommended that the test water temperature
be continuously recorded. The salinity should vary no more than + 2% among chambers on a given day. If effluent
and receiving water tests are conducted concurrently, the salinities of these tests should be similar.

14.10.4.1.1 If a water bath is used to maintain the test temperature, the water depth surrounding the test cups
should be at least 2.5 cm deep.

14.10.4.1.2 Rooms or incubators with high volume ventilation should be used with caution because the
volatilization of the test solutions and evaporation of dilution water may cause wide fluctuations in salinity.
Covering the test cups with clear polyethylene plastic may help prevent volatilization and evaporation of the test
solutions.

14.10.5 DISSOLVED OXYGEN (DO) CONCENTRATION

14.10.5.1 Aeration may affect the toxicity of effluents and should be used only as a last resort to maintain a
satisfactory DO. The DO should be measured on new solutions at the start of the test (Day 0) and before daily
renewal of test solutions on subsequent days. The DO should not fall below 4.0 mg/L (see Section 8, Effluent and
Receiving Water Sampling, Sample Handling, and Sample Preparation for Toxicity Tests). If it is necessary to
aerate, all treatments and the control should be aerated. The aeration rate should not exceed 100 bubbles/minute,
using a pipet with a 1-2 mm orifice, such as a 1-mL KIMAX" serological pipet, or equivalent. Care should be taken
to ensure that turbulence resulting from aeration does not cause undue stress on the mysid.

14.10.6 FEEDING
14.10.6.1 Artemia nauplii are prepared as described above.
14.10.6.2 During the test, the mysids in each test chamber should be fed Artemia nauplii, (less than 24-h old), at

the rate of 150 nauplii per mysid per day. Adding the entire daily ration at a single feeding immediately after test
solution renewal may result in a significant DO depression. Therefore, it is preferable to feed half of the daily
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ration immediately after test solution renewal, and the second half § - 12 h later. Increase the feeding if the nauplii
are consumed in less than 4 h. It is important that the nauplii be washed before introduction to the test chamber.

14.10.7 DAILY CLEANING OF TEST CHAMBERS

14.10.7.1 Before the daily renewal of test solutions, uneaten and dead Artemia, dead mysids and other debris are
removed from the bottom of the test chambers with a pipette. As much of the uneaten Artemia as possible should be
removed from each chamber to ensure that the mysids principally eat new hatched nauplii. By placing the test
chambers on a light box, inadvertent removal of live mysids can be greatly reduced because they can be more easily
seen. Any incidence of removal of live mysids from the test chambers during cleaning, and subsequent return to the
chambers should be noted in the test records.

14.10.8 OBSERVATIONS DURING THE TEST
14.10.8.1 Routine Chemical and Physical Determinations

14.10.8.1.1 DO is measured at the beginning and end of each 24-h exposure period in one test chamber at each test
concentration and in the control.

14.10.8.1.2 Temperature, pH, and salinity are measured at the end of each 24-h exposure period in one test
chamber at each concentration and in the control. Temperature should also be monitored continuously observed and
recorded daily for at least two locations in the environmental control system or the samples. Temperature should be
measured in a sufficient number of test chambers at least at the end of the test to determine temperature variation in
environmental chamber.

14.10.8.1.3 The pH is measured in the effluent sample each day before new test solutions are made.
14.10.8.2 Routine Biological Observations

14.10.8.2.1 The number of live mysids are counted and recorded each day when the test solutions are renewed
(Figure 7). Dead animals and excess food should be removed with a pipette before test solutions are renewed.

14.10.8.2.2 Protect the mysids from unnecessary disturbance during the test by carrying out the daily test
observations, solution renewals, and removal of the dead mysids, carefully. Make sure the mysids remain immersed
during the performance of the above operations.

14.10.9 TEST SOLUTION RENEWAL

14.10.9.1 Before the daily renewal of test solutions, slowly pour off all but 10 mL of the old test medium into a 20
cm diameter culture dish on a light table. Be sure to check for animals that may have adhered to the sides of the test
chamber. Rinse them back into the test cups. Add 150 mL of new test solution slowly to each cup. Check the
culture dish for animals that may have been poured out with the old media, and return them to the test chamber.

14.10.10 TERMINATION OF THE TEST

14.10.10.1 After measuring the DO, pH, temperature, and salinity and recording survival, terminate the test by
pouring off the test solution in all the cups to a one cm depth and refilling the cups with clean seawater. This will
keep the animals alive, but not exposed to the toxicant, while waiting to be examined for sex and the presence of

eggs.
14.10.10.2 The live animals must be examined for eggs and the sexes determined within 12 h of the termination of

the test. If the test was conducted in the field, and the animals cannot be examined on site, the live animals should
be shipped back to the laboratory for processing. Pour each replicate into a labeled 100 mL plastic screw capped
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jar, and send to the laboratory immediately.

14.10.10.3 If the test was conducted in the laboratory, or when the test animals arrive in the laboratory from the
field test site, the test organisms must be processed immediately while still alive as follows:

14.10.10.3.1 Examine each replicate under a stereomicroscope (240X) to determine the number of immature
animals, the sex of the mature animals, and the presence or absence of eggs in the oviducts or brood sacs of the
females (see Figures 3-6). This must be done while the mysids are alive because they turn opaque upon dying.
This step should not be attempted by a person who has not had specialized training in the determination of sex and
presence of eggs in the oviduct. NOTE: Adult females without eggs in the oviduct or brood sac look like
immature mysids (see Figure 6).
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Figure 3. Mature female mysid, Mysidopsis bahia, with eggs in oviducts. From USEPA (1987d).
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MATURE FEMALE, EGGS IN BROOD SAC
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Figure 4. Mature female mysid, Mysidopsis bahia, with eggs in oviducts and developing embryos in the
brood sac. Above: lateral view. Below: dorsal view. From USEPA (1987d).
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14.10.10.3.2 Record the number of immatures, males, females with eggs and females without eggs on data sheets
(Figure 7).

14.10.10.3.3 Rinse the mysids by pipetting them into a small netted cup and dipping the cup into a dish containing
deionized water. Using forceps, place the mysids from each replicate cup on tared weighing boats and dry at 60°C
for 24 h or at 105°C for at least 6 h.

14.10.10.3.4 Immediately upon removal from the drying oven, the weighing pans were placed in a dessicator until
weighed, to prevent absorption of moisture from the air. Weigh to the nearest mg. Record weighing pans and
subtract the tare weight to determine the dry weight of the mysid in each replicate. Record the weights (Figure 8).
For each test chamber, divide the first dry weight by the number of original mysids per replicate to determine the
average individual dry weight and record data. For the controls also calculate the mean weight per surviving mysid
in the test chamber to evaluate if weights met test acceptability criteria (see Subsection 14.12).

14.10.9.3.5 Pieces of aluminum foil (1-cm square) or small aluminum weighing pans can be used for dry weight
analyses. The weighing pans should not exceed 10 mg in weight.

14.10.9.3.6 Number each pan with a waterproof pen with the treatment concentration and replicate number.
Forty-eight (48) weigh pans are required per test if all the organisms survive.
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Figure 5. Mature male mysid, Mysidopsis bahia. From USEPA (1987d).

14.11 SUMMARY OF TEST CONDITIONS AND TEST ACCEPTABILITY CRITERIA
14.11.1 A summary of test conditions and test acceptability criteria is listed in Table 3.
14.12 ACCEPTABILITY OF TEST RESULTS

14.12.1 The minimum requirements for an acceptable test are 80% survival and an average weight of at least 0.20
mg/surviving mysid in the controls. If fecundity in the controls is adequate (egg production by 50% of females),
fecundity should be used as a criterion of effect in addition to survival and growth.
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IMMATURE

antennule

antenna 74 : g3 statocyst

Figure 6. Immature mysid, Mysidopsis bahia, (A) lateral view, (B) dorsal view. From USEPA (1987d).
14.13 DATA ANALYSIS

14.13.1 GENERAL

14.13.1.1 Tabulate and summarize the data. Table 4 presents a sample set of survival, growth, and fecundity data.

14.13.1.2 The endpoints of the mysid 7-day chronic test are based on the adverse effects on survival, growth, and
egg development. The LC50, the IC25, and the IC50 are calculated using point estimation techniques (see

Section 9, Chronic Toxicity Test Endpoints and Data Analysis). LOEC and NOEC values for survival, growth, and
fecundity are obtained using a hypothesis testing approach such as Dunnett's Procedure (Dunnett, 1955) or Steel's
Many-one Rank Test (Steel, 1959; Miller, 1981) (see Section 9). Separate analyses are performed for the
estimation of the LOEC and NOEC endpoints and for the estimation of the LC50, IC25, and IC50. Concentrations
at which there is no survival in any of the test chambers are excluded from the statistical analysis of the NOEC and
LOEC for survival, growth, and fecundity, but included in the estimation of the LC50, IC25, and IC50. See the
Appendices for examples of the manual computations, and examples of data input and program output.

14.13.1.3 The statistical tests described here must be used with a knowledge of the assumptions upon which the
tests are contingent. The assistance of a statistician is recommended for analysts who are not proficient in statistics.
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Résumé : Le développement des oeufs et des juvéniles de seiche se déroule pres des cotes ol la contamination
anthropique est la plus forte. A la suite des travaux s’intéressant a 'impact des éléments traces sur le stade
oeuf de Sepia officinalis, nous avons cherché a déterminer la sensibilité du stade juvénile de cette espéce
vis-a-vis d’un contaminant : le zinc, en diversifiant les biomarqueurs utilisés. Nos résultats ont montré que la
seiche a ce stade de vie présente une sensibilité au zinc importante, liée a une faible capacité de régulation
de cet élément par la voie dissoute. Des expositions a des concentrations non létales (i.e. < 200 pg L) de
durées allant d’une semaine & deux mois post-éclosion, ont affecté 'activité d’enzymes impliquées dans la
digestion et 'immunité, mais aussi la croissance et le comportement du juvénile. Il a également été montré
que I'homéostasie de certains éléments traces est modifiée a partir de concentrations d’environ 50 pg Lt
induisant des dommages tissulaires dés six semaines d’exposition. Par ailleurs, un élevage de proies adaptées
au juvénile de seiche a été mis en place dans le but de réaliser des essais de contaminations trophiques.

Afin de développer des outils permettant d’étudier les effets précoces d’une contamination sur cette espéce,
la répartition tissulaire d’enzymes impliquées dans le systéme immunitaire (phénoloxydases, lysozymes et
inhibiteurs de protéases) a été décrite et la caractérisation des hémocytes circulants réalisée. Ces travaux ont
permis de développer des techniques de culture in vitro permettant d’étudier de maniére spécifique le systéme
immunitaire de la seiche.

Mots clés : Seiche, Zinc, Ecotoxicologie, Physiologie, Systéme immunitaire, Céphalopodes.

Abstract : Cuttlefish eggs and juveniles grow inshore where anthropic contamination is high. Following
studies on the impact of trace metals on Sepia officinalis egg stage, this work intends to determine the
sensitivity of cuttlefish juvenile stage against the trace metal zinc, using diverse biomarkers. Our results
showed the low ability of juvenile cuttlefish to regulate the assimilation of dissolved zinc, resulting in an
important zinc-sensitivity. Non-lethal exposures (i.e. < 200 pg L) for periods from one week to two months
post-hatchling impacted enzymes involved in digestion and immunity, as well as growth and behavior. For
concentrations of 50 pug L' and above, trace metal homeostasis modifications were further demonstrated,
resulting in fascia damages after a six-week exposure. Moreover, the rearing of prey adapted to juvenile
cuttlefish was set up in order to assess trophic contamination.

The tissue repartition of enzymes involved in cuttlefish’s immune system (phenoloxidases, lysozymes and
protease inhibitors) was described, as well as the characterization of hemocyte, in order to provide tools to
study early effects of contamination on cuttlefish. This work allowed the development of in wvitro culture to
study cuttlefish’s immune system in a specific manner.

Keywords : Cuttlefish, Zinc, Pollution — Environmental aspects, Physiology, Immune system, Cephalopoda.

Discipline : Physiologie, Biologie des Organismes, Populations, Interactions.
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