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Introduction

1. Le compartiment phytoplanctonique en milieu cotier

1.1. Les efflorescences phytoplanctoniques

De par sa taille microscopique (0,4 — 200 pm), sa distribution
cosmopolite et ses capacités photosynthétiques (Falkowski et al., 1998 ;
Simon et al., 2009), le phytoplancton, regroupant les organismes
unicellulaires photo-autotrophes obligatoires, est une composante
essentielle des réseaux trophiques marins (Carpenter et al., 1985 ; Sherr
et Sherr, 1988). Il participe en effet activement a la pompe biologique
puisque, grace a la photosynthese, il permet le piégeage de la matiere
inorganique (essentiellement carbone, azote, phosphate, silice) sous
forme de matiére organique, son transfert vers les niveaux trophiques
supérieurs et, a terme, sa sédimentation (Longhurst et Harrison, 1989).
Dans des conditions environnementales favorables (e.g. lumiére,
température, concentrations en sels nutritifs, hydrodynamisme, turbidité),
certaines especes phytoplanctoniques sont capables de croitre rapidement
et d’atteindre des abondances de plusieurs millions de cellules par litre.
Ce phénomene est appelé efflorescence phytoplanctonique (Smayda,
1997). Lors d’une efflorescence, I’augmentation de I’abondance du
phytoplancton conduit a un pic dont I'amplitude est propre a chaque
espece et peut varier considérablement dans le temps et l'espace en
fonction de [P’environnement. Cependant, cette notion de forte
biomasse/abondance implicite dans le terme efflorescence dépend aussi
des variations spatio-temporelles des parameétres de I’environnement
(Zingone et Oksfeldt Enevoldsen, 2000).
Dans les zones cotiéres, I’évolution de la concentration des éléments
essentiels au développement du phytoplancton (principalement carbone,
oxygene, azote, phosphore, silice et certains métaux traces) dépend
principalement des apports terrigénes conditionnés par les évenements
pluvieux et des des upwellings (i.e. remontée d’eaux profondes chargées
en éléments nutritifs). Néanmoins, le couplage océan-atmosphére joue
aussi un réle non négligeable dans la disponibilité des éléments nutritifs
3
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inorganiques puisque les épisodes de tempétes hivernales engendrent de
fortes turbulences permettant la rupture de la thermocline et, par
conséquent, le mélange de la colonne d’eau (Parsons et Harrison, 1983 ;
Cebrian et Valiela, 1999 ; Lavelle et Berhe, 2005). Ce lien turbulence —
éléments  nutritifs  conditionne en fait les efflorescences
phytoplanctoniques qui sont favorisées lorsque ces deux parametres sont
élevés. Selon Margalef (1978), les especes phytoplanctoniques capables
de former des efflorescences sont des espéces ayant une stratégie r, a
savoir qu’elles sont petites avec un taux de division rapide. Au contraire,
lorsque la turbulence et les concentrations en éléments nutritifs sont
faibles la plupart du temps en relation avec la stratification de la colonne
d’eau, les grandes especes ayant un faible taux de division sont plus
compétitives (stratégie K; Wyatt, 2014). Par ailleurs, les rapports
stoechiométriqgues  vont aussi influencer les  communautes
phytoplanctoniques. En effet, la composition stoechiométrique médiane
du phytoplancton est représentée par le rapport 106C : 16N : 1P : 16Si
(Brzezinski, 1985 ; Redfield et al., 1963). Cela signifie que si les rapports
stoechiométriques s’éloignent de ce rapport théorique, la communauté
phytoplanctonique est limitée par un ou plusieurs éléments (Brzezinski,
1985 ; Redfield et al., 1963). De plus, si I’'un des facteurs contrélant la
production primaire devient insuffisant, la croissance du phytoplancton
est limitée (Loi du minimum de Von Liebig ; dans De Baar, 1994). Au
contraire, si ces éléments sont en exces, et en I’absence de prédateurs
et/ou de compétiteurs, le phytoplancton peut se développer rapidement
jusqu’a former des efflorescences. Ainsi, les concentrations des éléments
nutritifs, la température et la qualité et la quantité de lumiere atteignant la
surface subissent des variations temporelles importantes a différentes
échelles (i.e. a plus ou moins long terme ; Kirk, 1994). Et, a I’échelle
saisonniére ces variations conditionnent le calendrier phytoplanctonique
(Bougis, 1974).

1.2. Notion d’Harmful Algal Blooms

Les efflorescences phytoplanctoniques sont la plupart du temps
bénéfiques pour les écosystemes marins puisque le phytoplancton est un
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producteur primaire de matiere organique situé a la base des réseaux
trophiques (Lagos, 1998 ; Smayda, 1997). Dans certains cas, elles
peuvent néanmoins avoir des effets délétéres sur les organismes marins,
les écosystémes ainsi que sur la santé humaine. Elles sont alors appelées
Harmful Algal Blooms (HAB, i.e. efflorescences phytoplanctoniques
nocives, Smayda, 1997 ; Backer et McGillicuddy Jr, 2006 ; Mas0O et
Garcés, 2006; Anderson, 2008). Cependant, les HAB ne sont pas tous
causés par des organismes phytoplanctoniques au sens strict. En effet, par
extension, les HAB désignent des efflorescences d’organismes
unicellulaires qu’ils soient autotrophes, mixotrophes ou hétérotrophes
(Glibert et al., 2005 ; Widdicombe et al., 2010). Le terme HAB est donc
une appellation générique permettant de qualifier des phénomeénes de
natures différentes en termes d’organismes responsables, de
dynamique des efflorescences et de leurs impacts potentiels (Zingone et
Oksfeldt Enevoldsen, 2000 ; Glibert et al., 2005).
Les effets des HAB concernent, pour la plupart des cas recenseés, les
ressources marines sauvages ou aquacoles (Zingone et Oksfeldt
Enevoldsen, 2000 ; Landsberg, 2002). Ils peuvent notamment étre
responsables (i) de mortalités massives de poissons, de bivalves, (ii) de la
contamination des ressources alimentaires marines par des toxines et (iii)
de I’altération des écosystemes, ces effets pouvant conduire a des pertes
économiques importantes (Landsberg, 2002 ; Anderson, 2008). Par
exemple, en prenant en compte les effets directs sur les ressources
marines, la santé publique, I’impact sur le tourisme et la surveillance, les
HAB ont représenté un colt de 895 millions de dollars américains pour
les Etats Unis et I’Union Européenne en 2003 (Hoagland et Scatasta,
2006).
Les principaux modes d’action des HAB peuvent étre divisés en deux
groupes (Boalch, 1984) :
— Le premier concerne les organismes planctoniques producteurs de
toxines pouvant conduire & la contamination des ressources
alimentaires et a des mortalités massives d’organismes marins soit
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par accumulation des toxines le long des réseaux trophiques soit
par toxicite directe (e.g. ichtyotoxicite).

- Le second groupe concerne les espéces formant des
efflorescences (au sens strict), c’est-a-dire, qui sont capables
d’atteindre de trés fortes abondances et biomasses pouvant causer
des effets sub-létaux sur les organismes par anoxie du milieu
jusqu’a leur mort par asphyxie (Anderson, 2008).

Il arrive parfois que des HAB possédent les caractéristiques de ces deux
groupes (i.e. forte biomasse et toxicité).

Toxicité des HAB
Sur les 5000 espéces phytoplanctoniques recensées, seules 300 ont été
signalées responsables de HAB et 80 ont la capacité de produire des
toxines, appelées phycotoxines (Hallegraeff, 1993 ; Graneli et Turner,
2006). La plupart des espéces toxiques appartiennent a la classe des
Dinophyceae, des Bacillariophyceae (ou diatomées ; principalement du
genre Pseudo-nitzschia) ou des Cyanophyceae (Zingone et Oksfeldt
Enevoldsen, 2000 ; Landsberg, 2002). Les phycotoxines sont en général
véhiculées a travers les réseaux trophiques depuis les brouteurs
herbivores et les filtreurs suspensivores vers les prédateurs supérieurs
(e.g., oiseaux, mammiféres, homme inclus; figure 1; Zingone et
Oksfeldt Enevoldsen, 2000 ; Landsberg, 2002; Bhat et al., 2006 ; Glibert
et al., 2005 ; Anderson, 2008), la majorité pouvant étre transmise a
I’hnomme par contamination des ressources aquacoles notamment, et
conduire & six principaux syndromes* (Tableau 1):

- Intoxication paralysante (Paralytic Shellfish Poisoning, PSP)

- Intoxication diarrhéique (Diarrhetic shellfish Poisoning, DSP)

- Intoxication neurotoxique (Neurotoxic Shellfish Poisoning, NSP) et

irritation respiratoire
— Azaspiracide (Azaspiracid Poisoning)

! Syndrome: Ensemble de symptomes et signes cliniques et de modifications

pathologiques, toujours associés, dont les causes ou les mécanismes peuvent étre
différents et qui permettent d’individualiser une affection. (Dictionnaire médical de
I’ Académie de Médecine, 2014)
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- Intoxication amnésiante (Amnesic Shellfish Poisoning, ASP)

— Ciguatera (Ciguatera Fish Poisoning, CFP)
Les cing premiers syndromes sont liés a la consommation de bivalves
contaminés, c’est-a-dire qui se sont nourris d’espéces phytoplanctoniques
toxiques. Le dernier syndrome, CFP, est lié a la consommation de
poissons récifaux contamines par bioaccumulation de ciguatoxine le long
des réseaux trophiques (Zingone et Oksfeldt Enevoldsen, 2000 ;
Hallegraeff, 2003 ; Bhat et al., 2006 ; Salas et al., 2011).
Certaines especes phytoplanctoniques peuvent étre nocives a de faibles
concentrations, notamment dans le cas des especes extrémement toxiques
telles que la Dinophyceae Dinophysis sp. Ce genre est en effet
responsable d’épisodes de DSP a des abondances d'environ 100 cellules.
L™ (Glibert et al., 2005 ; Mas6 et Garcés, 2006).
D’autres prédateurs supérieurs peuvent aussi étre victimes de la
bioaccumulation des phycotoxines. Par exemple, lors d’efflorescences de
Pseudo-nitzschia sp., productrices d’acide domoique, le transfert de la
toxine via les poissons planctonivores (e.g., anchois, Engraulis mordax et
sardines, Sardina pilchardus) vers les prédateurs supérieurs a provoqué
une modification du comportement de lions de mer et d’oiseaux marins
(cormorans et pélicans) ce qui a conduit a leur échouage le long des cotes
californiennes voire leur mort (Work et al., 1993 ; Lefebvre et al., 1999 ;
Gulland et al., 2000 ; Scholin et al., 2000).
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Figure 1. Devenir des phycotoxines dans le réseau trophique (d’apreés Kallee et al.,
2002)



Tableau 1. Toxicité des Harmful Algal Blooms pour I’homme : syndromes, espéces responsables, toxines, vecteurs et
symptomes (d’apres Zingone et Oksfeldt Enevoldsen, 2000 ; Hallegraeff, 2003 ; Bhat et al., 2006 ; Salas et al., 2011)

A Toxines Vecteurs vers N
Syndromes Espéces responsables AT , Symptémes
impliquées I’THomme
Paralytic Shellfish Poisoning Dinophyceae : Alexandrium sp. Saxitoxines et Mollusques filtreurs  Engourdissement,
(PSP) Pyrodinium sp. dérivés (e.g. moules, picotements, vertiges,

Amphidinium sp.
Cochlodinium sp.

Cyanophyceae : Anabaena circinalis

huitres, coquilles St-
Jacques), Crustacés
(e.g. crabes,
homards)

paralysie musculaire, fievre,
arrét respiratoire possible

Diarrhetic Shellfish Poisoning
(DSP)

Dinophyceae :
Dinophysis sp.
Prorocentrum sp.

Acide okadaique,
toxine Dinophysis

Coquille St Jacques,
moules, palourdes

Nausée, vomissements,
diarrhée, crampes
abdominales, gastro-entérite
aigué

Neurotoxic shellfish poisoning
(NSP)

Dinophyceae :
Amphidinium sp.
Cochlodinium sp.
Gymnodinium sp.
Karenia sp.

Brevetoxines
Spirolides
Gymnodinines

Coquilles St-
Jacques, moules,
huitres, palourdes

Problémes neurologiques,
céphalées, diarrhée,
vertiges, nausées,
étourdissements, irritation
des yeux

Amnesic Shellfish Poisoning
(ASP)

Diatomées :
Pseudo-nitzschia sp.

Acide domoique et
dérivés

Palourdes, moules,
huitres, coquilles St-
Jacques, crabes
dormeurs

Nausée, vomissements
crampes abdominales,
diarrhée, perte de mémoire
chronique

Azaspiracide

Dinophyceae : Azadinium spinosum

Azaspiracide

Moules

Cf. DSP

Ciguatera Fish Poisoning
(CFP)

Dinophyceae :

Gambierdiscus sp., Ostreopsis sp.

Ciguatoxine

Poissons récifaux,
zone tropicale

Diarrhée, douleurs
abdominales, nausées,
vomissements, anomalies
sensorielles, chute de la
tension artérielle,
ralentissement du cceur
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Biomasse excessive

Certaines efflorescences phytoplanctoniques peuvent atteindre des
abondances telles qu’elles peuvent généerer des conditions d’hypoxie
voire d’anoxie du milieu liées a I’apport massif de matiére organique et a
sa degradation (Anderson, 2008). Cela peut conduire a des mortalités
massives d’organismes marins, vertébrés (e.g. poissons, mammiferes)
comme invertébrés?. Ce phénoméne d’anoxie est accentué dans des baies
enclavées ou les conditions hydrodynamiques ne permettent pas un
renouvellement suffisant des masses d’eau (Hallegraeff, 1992). Par
exemple, en Afrique du Sud, des échouages massifs de homards (60
tonnes) et de poissons (1500 tonnes) ont été observés suite a la
sénescence d’une efflorescence d’une Dinophyceae non toxique,
Ceratium balechii (Pitcher et Probyn, 2011). Par ailleurs, certaines
especes responsables de HAB sont capables de modifier les propriétés
physico-chimiques de I’eau de mer telles qu’une augmentation de la
viscosité ou de I’acidité par exemple (voir § 3.1).

2. Contexte aquacole en zone cotiere

Depuis les années 1980, la production aquacole ne cesse d’augmenter
afin de répondre a la demande alimentaire d’une population humaine
toujours plus importante. En effet, un doublement de la production
aquacole a été observé au cours des trente derniéres années, et la
production piscicole marine mondiale atteignait 5,5 x 10° tonnes en
2012, la Norvege et la Chine étant les plus gros producteurs (source
FAO?). L’aquaculture constitue une source importante de nourriture de
haute qualité et peut étre considérée comme un outil de gestion
permettant de limiter la pression de péche sur les stocks de poissons
sauvages. En effet, ces derniers sont parfois lourdement touchés par la
surpéche et la dégradation des habitats, notamment dans les zones
cotieres (Kallee et al., 2002). Principalement pour des raisons pratiques

Z e terme invertébrés est utilisé ici en tant que terme générique utilisé dans I’ancienne
classification (Lecointre and Le Guyader, 2006)
® FAO : Food and Agriculture Organization of the United Nations (2014)
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(e.g. accés aux sites) les exploitations piscicoles sont généralement
installées dans ces zones cotieres. Cela les rend dépendantes des
parameétres environnementaux et de leur variabilité qui peut étre
accentuée par la spécifité des sites (profondeur, hydrodynamisme).

Les zones cotieres sont le lieu d’intenses activités humaines puisque plus
de 16 % de la population mondiale vit sur une bande littorale d’environ
15 km, a des densités de population cing fois plus élevées que la
moyenne des zones habitées (Noin, 1999). En plus d’une urbanisation du
littoral (par exemple, plus de 95 % de la c6te belge en mer du Nord est le
siege d’activités humaines ; Van den Steen et al., 2005), s’y associe une
exploitation importante des ressources marines puisque 90 % de la péche
mondiale et la quasi-intégralité des activités aquacoles se déroulent dans
les zones cotieres (e.g., crevetticulture dans les mangroves, élevage de
saumons dans les fjords en Atlantique Nord, conchyliculture sur I’estran ;
Holligan et Reiners, 1992).

La concentration des activités humaines sur la zone littorale a aussi un
impact sur les apports fluviaux. En effet, I'agriculture intensive combinée
aux rejets urbains et industriels, provoque un enrichissement en éléments
nutritifs des cours d’eau et donc de la zone cdtiere, pouvant parfois
conduire & I’eutrophisation * (Lancelot et al., 1997 ; Cloern, 2001).
Cependant, les zones cotieres sont essentielles dans le fonctionnement
des écosystémes marins puisque, malgré leur faible surface relative (0,5
% de la surface des océans) et grace a leur faible profondeur et aux
apports terrigenes en sels nutritifs, elles concentrent jusqu’a 31 % de la
production primaire océanique (Holligan et Reiners, 1992 ; Pauly et
Christensen, 1995).

Ainsi, les exploitations piscicoles qui sont en interactions permanentes
avec le milieu naturel sont tenues de contrdler leurs impacts sur
I’environnement (e.g. effluents organiques, relargage d’éléments

4 Eutrophisation : enrichissement d’origine anthropique des eaux en sels nutritifs
aboutissant a une croissance accélérée des algues et végétaux supérieurs et produisant
une perturbation indésirable des écosystemes aquatiques et de la qualité de I’eau
(OSPAR Commission, 2009).
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nutritifs, envasement) et doivent composer avec I’effet de
I’environnement sur la production (e.g. pollution, eutrophisation,
efflorescences). En effet, la dégradation de I’environnement augmente le
stress et la fréquence des pathologies dans les élevages diminuant ainsi la
productivité (Read et Fernandes, 2003). Si I’effet des polluants (e.g.
métaux, polluants organiques persistants) sur les poissons marins est
largement étudié, I’effet des composantes naturelles du milieu le sont
beaucoup moins. Dans un contexte ou les HAB sont de plus en plus
fréquents (Anderson, 2008), il apparait important d’étudier I’impact des
efflorescences phytoplanctoniques sur les poissons, que ce soit dans le
milieu naturel ou en élevage.

3. Impacts du phytoplancton et des HAB sur les
poissons

3.1. Modifications de I'environnement physico-
chimique

Les efflorescences phytoplanctoniques sont connues pour influencer les
propriétés physico-chimiques de I’eau de mer (Jenkinson et Biddanda,
1995 ; Jenkinson et Wyatt, 1995; Mohamed et Mesaad, 2007 ; et
références ci-apres). Non seulement la production d’une forte biomasse
augmente la turbidité et donc diminue I’épaisseur de la zone euphotique
(Ferrante et al., 2013 ; Jenkinson et Wyatt, 1995), mais certaines espéces
phytoplanctoniques, HAB sans étre toxiques, peuvent modifier les
propriétés rhéologiques® (Jenkinson et Biddanda, 1995) de I’eau de mer
ou encore en augmenter I’acidité (Mohamed et Mesaad, 2007 ; figure 2).

Viscosité

La viscosité® du milieu marin dépend essentiellement de la température
(relation inversement proportionnelle ; Stanley et Batten, 1969).
Cependant, elle peut aussi étre influencée par les composantes

> Propriétés rhéologiques: lois du comportement des matériaux, liant, & un instant
donné, les contraintes aux déformations. Elles définissent I’élasticité, la viscosité d’un
fluide et donc son écoulement (Jenkinson and Biddanda, 1995).

® Viscosité : Résistance d’un fluide au glissement d’une couche par rapport & une autre
(Larousse 2014)
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biologiques de I’eau de mer comme les communautés
phytoplanctoniques et les composés excrétes par les organismes marins
(Jenkinson et Biddanda, 1995 ; Jenkinson et Wyatt, 1995). La viscosité a
une influence sur tous les processus a micro-échelle (e.g. déplacement
des organismes unicellulaires et certains métazoaires a faible nombre de
Reynolds, Mitchell et al., 1985 ; absorption des sels nutritifs par les
cellules phytoplanctoniques, Jenkinson, 1986). Outre son évidente
influence sur les relations proies-prédateurs au sein du plancton (e.g.
réduction de la vitesse et modification de la trajectoire de nage des
copépodes ; Seuront et Vincent, 2008), la viscosité a un impact sur les
processus de respiration et d’excrétion au niveau des branchies des
poissons (Jenkinson, 1989, 1993; Jenkinson et Biddanda, 1995;
Couturier et al., 2007). La viscosité joue aussi un rdle important dans
I’activité natatoire des larves de poissons. Ainsi, sous une taille critique,
le colt métabolique lié au déplacement augmente lorsque la viscosité
augmente. Cela a été observé en particulier chez le hareng, Clupea
harengus et I’églefin, Melanogrammus aeglefinus (Fuiman et Batty,
1997 ; von Herbing et Keating, 2003).

Le Prymnesiophyceae Phaeocystis globosa a un cycle de vie
polymorphique composé d’une alternance de phases libres et coloniales.
En phase coloniale, les cellules sécrétent une matrice mucilagineuse
d’exo-polysaccharides (Guillard et Helleburst, 1971) et ces composés
conduisent & une augmentation de la viscosité de I’eau de mer pouvant
atteindre 259 % en Manche Orientale (Seuront et al., 2006, 2007).
L’aspect gélatineux conféré a I’eau de mer par la forme coloniale de P.
globosa (i.e. aspect de blanc d’ceuf, Schoemann et al., 2005) peut méme
provoquer le colmatage des filets a plancton et de péche (Boalch, 1984).
D’autres espéces phytoplanctoniques comme les diatomées des genres
Coscinodiscus, Thalassiosira et Chaetoceros peuvent produire des exo-
polysaccharides et induire les mémes effets sur les communautés
pélagiques que P. globosa (Boalch, 1984 ; Passow, 2002 ; Fernandes et
Frassdo-Santos, 2011). En ce qui concerne les poissons, Jenkinson (1989,
1993) a montré, lors d’expériences d’exposition au laboratoire, que
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I’augmentation de la viscosité (facteur 14) induite par la Raphidophyceae
Chattonnella antiqua conduit & la diminution du débit d’eau dans les
branchies d’achigan a grande bouche (Micropterus salmonides) et ainsi, a
la fois a une réduction de I’excrétion (principalement bicarbonate, HCO3’
et ammonium, NH,4"), a une accumulation de ces produits dans les tissus
et a la mort des poissons.

Acidité

Certains hétérotrophes méso- et microplanctoniques peuvent aussi étre
responsables de I’augmentation de I’acidité du milieu. Par exemple, les
noctiluques (Noctiluca scintillans, Dinophyceae) sont des organismes
hétérotrophes capables d’atteindre de fortes abondances sous forme
d’agrégats’ (e.g. 3,0 x 10° cellules.m™, Mohamed et Mesaad, 2007 ; 5,3
x 10° cellules.m™, Al-Gheilani et al., 2011) pouvant non seulement
mener a I’anoxie du milieu (Bhat et al., 2006 ; Smayda, 1997), mais
également influencer le pH de I'eau de mer. Les agrégats de noctiluques
sont géneralement localisés en surface ce qui leur permet de se situer
dans la zone ou la production phytoplanctonique est la plus élevée (Peres
et al., 1986 ; Mohamed et Mesaad, 2007). Du fait de leur hétérotrophie,
leur forte abondance peut conduire localement a une augmentation de la
concentration en HCO3™ et donc a une diminution du pH (Mohamed et
Mesaad, 2007). De plus, les noctiluques produisent de I’ammoniaque
dans leur vacuole qui jouerait un réle dans la digestion de leurs proies
(diatomees, ceufs de copépodes, autres Dinophyceae ; Mohamed et
Mesaad, 2007). Une fois libéré dans I’eau de mer, le plus souvent par
dégradation des cellules, I’ammoniaque (NH3) s’ionise pour donner de
I’ammonium (NH;"). La concentration en ammonium pourrait ainsi
atteindre des seuils toxiques pour les organismes lors d’efflorescences
tres prononcées. Montani et al. (1998) ont en effet démontré que la
concentration pouvait étre multipliée par 16 a 25 dans les agrégats de
noctiluques. Cela a été confirmé en mer Rouge (Mohamed et Mesaad,
2007) et en mer intérieure du Japon ou les marées rouges causees par les
noctiluques sont courantes au printemps et en été (Okaichi et Nishio,

" Agrégat : amas de cellules (Larousse 2014)
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1976). Ainsi, des concentrations en ammoniaque proches de 680 mg
NH5-N.L™? correspondent & une abondance de 3x10° cellules.L™
(Mohamed et Mesaad, 2007 ; Okaichi et Nishio, 1976), et sont largement
supérieures a la concentration létale (LC 50) pour la truite arc en ciel
(Oncorhynchus mykiss, 32 & 207 mg eqN.L™, Randall et Tsui, 2002).
L’augmentation de la concentration en ammonium jusqu’a des seuils
toxiques, associée a la diminution du pH (i.e. augmentation de I’acidité)
serait donc la cause de mortalités massives de poissons ayant lieu

pendant

les efflorescences de noctiluques dans diverses zones

géographiques (e.g. Inde, golfe d’Oman et mer d’Arabie, mer du Japon,
mer Noire ; Okaichi et Nishio, 1976 ; Smayda, 1997 ; Bhat et al., 2006 ;
Mohamed et Mesaad, 2007 ; Kopuz et al., 2014).

Altérations physiques
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Modifications de I'environnement
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3.2. Ichtyotoxicité

Si leurs effets sur I’THomme sont les plus étudiés en raison du risque de
santé publique, les phycotoxines peuvent aussi affecter les organismes
marins comme les vertébrés ou les invertebrés jusqu’a causer des
mortalités massives (Shumway, 1990). Les espéces toxiques pour les
poissons sont essentiellement représentées par les Raphidophyeae,
Dinophyceae et Prymnesiophyceae (Zingone et Oksfeldt Enevoldsen,
2000) et peuvent étre responsables de mortalités aussi bien dans le milieu
naturel qu’en élevage (Deeds et al., 2002 ; Gosselin et al., 1989 ; Tester
et al., 2000). Ce fut le cas en Nouvelle Zélande, lorsqu'une efflorescence
toxique de la Raphidophyceae Heterosigma akashiwo (2 x 10° cellules.L”
1) a entrainé la perte de 600 tonnes de saumon quinnat (Oncorhynchus
tshawytscha) au cours du mois de janvier 1989 (Chang et al., 1990 ;
Hallegraeff, 1992).

La toxicité des Dinophyceae sur les poissons a aussi été observée a de
nombreuses reprises aussi bien en élevage que dans le milieu naturel. Par
exemple, dans des fjords du sud-ouest de la Norvege, une efflorescence
de Prymnesium parvum a causé la perte de 750 tonnes de poisson dans un
élevage de saumon atlantique (Salmo salar) et de truite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss, Kaartvedt et al., 1991). Dans le milieu naturel,
sur la cOte Est des Etats-Unis, une Dinophyceae non identifiée se
développe uniguement en présence de poissons (e.g. tilapias,
Oreochromis sp. ; aloses, Brevoortia sp.), et est responsable de mortalités
massives des stocks naturels et aquacoles. Quelques heures apres la mort
des poissons, la Dinophyceae retourne en état de dormance sous forme de
kystes (Burkholder et al., 1992).

Par ailleurs, des expériences d’exposition ont été menées au laboratoire
pour tester la toxicité spécifique de certaines Dinophyceae et diatomées
(genre Pseudo-nitzschia) sur les poissons, et étudier les modes d'action
de ces especes déléteres (i.e. responsables de HAB). Il a ainsi été
démontré que les Dinophyceae semblent produire des toxines
responsables de mortalités importantes de poissons a différents stades de
vie (Granéli et Turner, 2006). Notamment, Protogonyaulax tamarense
peut étre responsable de taux importants de mortalité de larves de hareng
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(Clupea harengus) et de capelan (Mallotus villosus) tant par exposition
directe que via un vecteur trophique contaminé (Brachyonus plicatilis et
Artemia salina, Gosselin et al., 1989).

Le transfert trophique des phycotoxines des especes productrices vers les
consommateurs secondaires a été démontré pour la premiére fois par
White (1980) et observé de maniére récurrente depuis lors (cf. figure 1 ;
Turner, 2006). Notamment, des copépodes (Acartia clausi) et des larves
de cirripédes (nauplii de Balanus sp.) nourris avec une culture toxique de
la Dinophyceae Gonyaulax excavata peuvent rester toxiques pendant 6 a
7 jours. Si cette toxicité n’a apparemment pas d’effet sur le
comportement et la survie du zooplancton, elle peut étre transmise aux
poissons planctonivores et provoquer des mortalités massives (e.g.
harengs en baie de Fundy, Canada ; langons, Ammodytes sp., sur les cotes
du Royaume-Uni; White, 1981). Les Dinophyceae hérérotrophes, en
particulier les noctiluques (Noctiluca scintillans), sont des
consommateurs non  négligeables de plancton (zooplancton,
phytoplancton toxique ou non; Huang et Qi, 1997 ; Quevedo et al.,
1999), apparaissant ponctuellement en trés forte abondance dans le
milieu (cf. 82.1 ; Uhlig et Sahling, 1990). L’ingestion de taxons toxiques
(e.g. Pseudo-nitzschia sp., Dinophysis sp., Alexandrium sp.) par les
noctiluques a récemment été étudiée (Espagne, Escalera et al., 2007 ;
Frangdpulos et al., 2011) faisant de ce groupe un vecteur supplémentaire
de toxines au sein du réseau trophique pélagique (Escalera et al., 2007).
Lors des études de toxicité d’espéces phytoplanctoniques, il semble donc
nécessaire d’intégrer I’ensemble des composantes du réseau trophique, a
savoir (i) les especes prédatrices directes des espéces phytoplanctoniques,
mais aussi (ii) de considérer les vecteurs potentiels afin d’appréhender
I’ensemble des risques pour les écosystemes.

Enfin, en ce qui concerne les diatomées toxiques du genre Pseudo-
nitzschia, des poissons (saumons coho, Oncorhynchus kishtch) exposés a
des doses importantes d’acide domoique (AD) représentatives du milieu
naturel (2,3 pgAD.g™") n’ont pas montré de signe ichtyotoxique li¢ a
I’ingestion de la toxine (Lefebvre et al., 2007). Les mémes observations
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ont été faites pour des poissons planctonivores tels que I’anchois
(Engraulis mordax, Lefebvre et al., 2001).

Dans le milieu naturel, une efflorescence de Pseudo-nitzschia sp.
productrice de cette toxine ne causera donc pas de mortalité de poissons
par toxicité. Par contre, des expériences utilisant des injections intra-
péritonéales ou intra-ccelomiques d’acide domoique ont montré qu’il a un
effet excitotoxique (i.e. toxicité qui touche le systéme nerveux), altérant
ainsi le comportement des poissons (nage en spirale, de haut en bas et en
cercles) et pouvant entrainer leur mort a des doses importantes (1 & 5,6
mg AD. kg': Lefebvre et al., 2012). Cette modification du
comportement des poissons peut les isoler d’un banc et les rendre plus
vulnérables a la prédation, augmentant le risque de transfert trophique de
I’acide domoique vers les especes de niveaux trophiques supérieurs.
Dans ce contexte, si I’acide domoique ne semble pas atteindre le systéme
nerveux chez les poissons aprés ingestion, un risque toxique peut
toujours étre envisagé dans le milieu naturel. Ainsi, les études portant sur
les interactions entre les efflorescences phytoplanctoniques toxiques et
les poissons ne peuvent exclure le genre Pseudo-nitzschia.

3.3. Effets mécaniques, altération des tissus,
colmatage des branchies

De par leur forme d’aiguille (e.g. Pseudo-nitzschia sp., Rhizosolenia sp.)
ou parce que leur frustule porte des soies plus ou moins fines et silicifiées
(e.g. Chaetoceros sp.), certaines espéces de diatomées peuvent avoir des
effets délétéres pour les organismes marins (Rodger et al., 2011). Les
diatomées piquantes ont de nombreuses fois été associées a des
mortalités massives dans les fermes piscicoles (Glibert et al., 2005). Par
exemple, une efflorescence de Chaetoceros whigami a conduit a la perte
de 44 tonnes (équivalent a 13 732 poissons) de saumon atlantique (Salmo
salar) dans une ferme écossaise (Treasurer et al., 2003). Des mortalités
massives de salmonidés ont aussi été observées en Colombie Britannique
(Canada, Albright et al., 1993 ; Kent et al., 1995) ou sur la cote Est des
Etats-Unis (Rensel, 1991) suite a des efflorescences de Chaetoceros sp.,
Skeletonema sp. et Thalassiosira sp.
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En réalité, plusieurs facteurs jouent sur I’intensité des dommages causés
par les efflorescences phytoplanctoniques a I'aquaculture, en particulier
dans les fermes ou les cages d’élevage en milieu naturel. Citons a titre
d'exemples, I’espece de poisson élevée, son état physiologique, son stade
de développement, I’abondance phytoplanctonique, le temps d’exposition
a l'efflorescence et I’éventuelle présence d’autres pathogénes, sources
d’infections secondaires (e.g. vibriose ; Rodger et al., 2011).

Certains effets déléteres des diatomées sont directement observables a
I’ceil nu sur les poissons et se caractérisent par exemple par de petites
hémorragies au niveau du ventre et des nageoires pectorales (Kent et al.,
1995). Au niveau microscopique, les épines siliceuses des diatomées
permettent aux frustules de venir se loger dans les tissus branchiaux et
d’y rester fixés malgré la mort des diatomées (figure 3). Cela provoque, a
terme, une abrasion des tissus et un colmatage des branchies (Bruno et
al., 1989), ce dernier pouvant aussi étre lié a la production de mucus par
les cellules phytoplanctoniques ou par leur abondance trés élevée (e.g.
Heterosigma akashiwo, Chrysochromulia polylepis, Chang et al., 1990).
Dans différentes études, I’analyse histologique des tissus branchiaux a
montré une hyperplasie des cellules épithéliales branchiales, une
hypertrophie des lamelles branchiales, la fusion des lamelles secondaires,
des cedémes et nécroses séveres ainsi que des hémorragies localisées
allant jusqu’a la dégénérescence des tissus branchiaux (Figure 4 ; Chang
et al., 1990 ; Yang et Albright, 1992 ; Kent et al., 1995 ; Treasurer et al.,
2003).

En géneral, I’altération des tissus branchiaux est associée a une
production excessive de mucus a la surface des lamelles branchiales
(Figure 3). La production de mucus est en fait un mécanisme de
protection mis en place lors de stress qu’ils soient mécaniques ou
toxiques (Farrington, 1988 ; Shen et al., 2011). L’augmentation de
I’épaisseur du mucus a la surface de I’épithélium branchial limite les
fonctions branchiales principales que sont la respiration et I’excrétion
(Farrington, 1988 ; Yang et Albright, 1992 ; Treasurer et al., 2003 ; Shen
et al., 2011). Les branchies ne pouvant plus remplir leur fonction initiale,
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les mortalités massives observees sont la plupart du temps dues & une
asphyxie des poissons.

. N
Figure 3. Branchies de truites arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) exposées a
Chaetoceros concavicornis observées au microscope électronique a balayage. A.
cellules de C. concavicornis entre les lamelles secondaires (barre d’échelle : 100 um),
et B. Accumulation de mucus sur I’épithélium branchial (barre d’échelle : 10 pum,
d’apres Yang et Albright, 1992)

(Thalassiosira sp. et Skeletonema sp.) chez le saumon atlantique (Salmo salar).
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Barre d’échelle = 50 um. A. Edémes et inflammation des branchies. Tétes de fléche :
cellules inflammatoires dans des cedémes. B. Nécroses de I’épithélium branchial. Tétes
de fléche : cellules épithéliales nécrosées, fleche : diatomée (d’aprés Kent et al. , 1995).

Les branchies, méme si ce sont les plus exposées, ne sont cependant pas
les seuls organes touchés. L’action mécanique des diatomées peut aussi
atteindre le systeme digestif par ingestion (volontaire ou non) et entrainer
une érosion de I’épithélium digestif. Des pertes d’appétit passageres ou
chroniques coincident avec I’observation de nécroses et d’hémorragies
dans le foie de salmonidés exposés a des diatomées piquantes (Chang et
al., 1990 ; Treasurer et al., 2003). Ces altérations du systeme digestif
induites par les efflorescences phytoplanctoniques semblent étre la raison
majeure de I’inappétence dans certaines piscicultures (Treasurer et al.,
2003). Ces effets sont qualifies de sub-létaux (Anderson, 2008) des lors
qu’ils ont un effet délétere non mortel sur les individus comme
I’altération du comportement ou de la croissance par exemple, et peuvent
conduire a des baisses de productivité des fermes aquacoles (figure 2).

En conclusion, une altération mécanique des tissus des poissons par
une espéce phytoplanctonique piguante constitue une voie d’entrée
pour d’autres pathogénes (sources d’infections microbiennes)
entrainant un affaiblissement de I’état général des poissons (effet sub-
Iétal) voire leur mortalité. Les mortalités peuvent aussi étre soudaines
lors d’efflorescences trés marquées (abondance phytoplanctonique trés
élevée atteinte en tres peu de temps) par anoxie du milieu ou bien par
colmatage des branchies conduisant directement ou indirectement (i.e.
viscosité) a I’asphyxie.

4. Problématique et objectifs de la these

Le bar européen (Dicentrarchus labrax) est la premiére espéce de
poisson marin dont le cycle de vie a été maitrisé totalement dans les
années 1970 et donc, la premiére espéce de poisson marin (hors
salmonidés) élevée a des fins commerciales en Europe (source FAO®).

8 EAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations, Fisheries and
Aquaculture  Department, Cultured Aquatic Species Information Program,
Dicentrarchus labrax.
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Aujourd’hui, les principaux pays producteurs sont situés en mer
Méditerranée (Grece, ltalie, Turquie, Espagne, Croatie, Egypte). La taille
commerciale (400 — 450 g) est atteinte en 1,5 & 2 ans dans les élevages
intensifs (i.e. fortes densités et nourriture entierement apportée par
I’homme) et la production mondiale atteignait environ 150 000 tonnes en
2012 (figure 5, source FAO). La France est I'un des plus gros
producteurs d’alevins et exporte environ 55 % de sa production (source
FAO®). Généralement, les écloseries™ sont composées de bassins & terre
en circuit fermé afin de controler la qualité de I’eau (parameétres physico-
chimiques, filtration et stérilisation). La plupart des sites de
grossissement! sont, quant & eux, situés dans des systémes ouverts (i.e.
bassins a terre alimentés en eau de mer naturelle et cages placées dans le
milieu naturel). Cela implique que dés la sortie de I’écloserie (a partir
d’environ 3 g pour les bars), les poissons sont exposés aux conditions
physico-chimiques et biologiques de I’environnement et a leurs
variations. Parmi ces conditions environnementales, la température est un
paramétre crucial car elle conditionne la vitesse de croissance des
poissons (Brett, 1979). C’est pour cela que le grossissement des bars se
déroule dans des cages en pleine mer sur les cétes méditerranéennes et
dans des bassins a terre sur la facade Atlantique — Manche - mer du Nord,
ces derniers permettant le contrdle de la température de I’eau d’élevage
(source FAO").
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° FAO, Fisheries and Aquaculture, Vue Générale du Secteur Aquacole, France. 2005.

19 Ecloserie : Unité de production d’alevins de poissons, regroupe I’élevage des
reproducteurs, I’incubation des ceufs, I’élevage larvaire et des alevins.

YGrossissement : étape de la production des poissons qui permet d’amener les alevins a
une taille commercialisable
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Figure 5. Evolution mondiale de la production de bars (Dicentrarchus labrax) en
milliers de tonnes (Source : FAO).

Le site atelier de ce travail de recherche se situe dans les eaux cotieres de
la baie sud de la mer du Nord et s’intéresse plus particulierement a une
ferme d’élevage de bars localisée a terre (Gravelines, France). Dans cette
ferme aquacole (précédement Aquanord S.A., aujourd’hui Aquanord
Ichtus), les poissons sont élevés dans un mélange d’eau de mer
comprenant des apports naturels (mer du Nord) et des apports issus des
échangeurs thermiques (i.e. circuits de refroidissement) de la centrale
nucléaire (CNPE* de Gravelines). Le traitement de I’eau de mer passant
par la centrale nucléaire consiste en un réchauffement de 10 °C par
rapport au milieu naturel, une filtration sur un tamis d’un millimetre et
une chloration de 1 % maximum par électrophorése lorsque la
température du milieu excede 10 °C afin de limiter la fixation
d’épibiontes dans les canalisations (service environnement du CNPE de
Gravelines). En phase de grossissement, les bars de la ferme sont donc
généralement exposés aux composantes hydro-biologiques caractérisant
les masses d’eau de la baie sud de la mer du Nord, et notamment a la
variabilité  saisonniére des communautés planctoniques (e.g.
phytoplancton, zooplancton) pouvant comprendre des especes
potentiellement nocives voire toxiques (cf §2).

En Manche orientale et dans le sud de la mer du Nord, la succession des
communautés  phytoplanctoniques est soumise aux variations
saisonnieres des conditions hydrobiologiques. Elle est caractérisée par
deux efflorescences au cours de I’année, au printemps et en automne,
cette derniére étant de moindre importance (Joint et Pomroy, 1993 ; Reid
et al., 1990). L’efflorescence printaniere peut étre décomposée en trois
périodes en fonction des communautés présentes (e.g. Joint et Pomroy,
1993 ; Rousseau et al., 2002 ; Seuront et al., 2006 ; Schapira et al., 2008 ;
Grattepanche et al., 2011a) :

12 CNPE : Centre Nucléaire de Production d’Electricité.
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(1) une communauté de fin d’hiver dominée par des diatomées fortement
silicifiées (e.g. Thalassiosira sp., Asterionellopsis sp., Paralia sulcata)
(2) une efflorescence du Prymnésiophyceae Phaeocystis globosa qui
domine la communauté phytoplanctonique accompagnée de diatomées
comme Chaetoceros sp. ou Pseudo-nitzschia sp.

(3) une seconde efflorescence de diatomées succede a celle de P. globosa
(fin de printemps, début d’été) et comprend des espéces peu silicifiées
(Guinardia sp., Rhizosolenia sp.) capables d’utiliser les ressources
nutritives restant dans le milieu et est généralement associée a de fortes
abondances de Dinophyceae (Grattepanche et al., 2011a).

En baie sud de la mer du Nord, au sein de la ferme piscicole Aquanord
S.A., des mortalités massives (jusqu’a 20% de la mortalité annuelle) et
récurrentes de bar ont lieu au printemps depuis plus de dix ans, et
semblent coincider avec I’efflorescence phytoplanctonique printaniere.
Les services Vvétérinaires et le personnel surveillant les infestations
parasitaires et les infections bactériennes (e.g. vibriose) n’ont pas trouvé
de pathologie associée aux mortalités observées. Par conséquent, une
implication de I’efflorescence a éte suspecteée.
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Objectifs et organisation du manuscrit

Le phytoplancton semblant jouer un réle dans les mortalités saisonnieres
de bars, ce travail de thése vise & évaluer I’effet de I’efflorescence
phytoplanctonique printaniére sur les juvéniles de bar en conditions
aquacoles et au laboratoire en répondant aux questions suivantes :

e Une coincidence peut-elle étre mise en évidence entre
I’efflorescence phytoplanctonique printaniere et le pic de
mortalité des bars au sein de la ferme aquacole ? si oui, quels
taxons phytoplanctoniques dominent ?

e Si le pic de mortalité est lié a I’efflorescence phytoplanctonique,
quels effets déléteres sont en jeu pour les poissons ?

e Ces mortalités sont-elles liées a une seule espece, toxique ou
non? ou bien est-ce une combinaison de facteurs qui est
impliquée ? (e.g. un effet toxique combiné a un effet mécanique
direct et/ou a la modification des propriétés physico-chimiques du
milieu)

e Est-il possible d’atténuer I'impact des efflorescences
phytoplanctoniques sur les poissons ?

Cette étude s’est donc articulée autour de quatre volets de recherche
(figure 6) :

La premiére étape de cette étude a été de caractériser la coincidence entre
I’efflorescence phytoplanctonique printaniére et I’augmentation des
mortalités a I’échelle pluriannuelle. Le premier chapitre (Chapitre I,
page 24) présente les résultats d’une analyse de séries temporelles (2005-
2013) visant a établir une corrélation entre les données hebdomadaires de
mortalité de poissons et les données d’abondance spécifique et de
biomasse du phytoplancton.

Il s’est ensuite agi de caractériser les communautés phytoplanctoniques et
leur succession aux abords de la ferme aquacole. Le second chapitre
(Chapitre Il, page 36) de cette these présente les résultats du suivi
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saisonnier (année 2012) réalisé sur les communautés phytoplanctoniques
de la baie sud de la mer du Nord dans le canal alimentant la ferme
aquacole en eau de mer (canal d'amenée). Le genre Pseudo-nitzschia
ayant été détecté a plusieurs reprises dans la Manche orientale et dans le
sud de la mer du Nord (cf. Chapitre I., Schapira et al., 2008 ; Klein et al.,
2010 ; Grattepanche et al., 2011a; Lefebvre et al., 2011), ce chapitre
étudie principalement sa diversité et sa toxicité en relation avec la
succession des communautés phytoplanctoniques et les conditions
physico-chimiques de I’environnement.

Delegrange A.2°, Lefebvre A.S, Amara R.2?, Courcot L.*°, Vincent D.2".
Pseudo-nitzschia sp. diversity in the southern North Sea, domoic acid
production and associated phytoplankton communities. En
préparation pour soumission a Harmful Algae.

Ensuite, la question de I’effet potentiel de Pseudo-nizschia sur les
juvéniles de bars a été soulevée. Puisqu’il existe tres peu d’études
concernant I’effet de Pseudo-nitzschia sp. sur les poissons, et qu’aucune
ne s’est intéressée aux bars (Dicentrarchus labrax), Le troisieme
chapitre (Chapitre 111, page 60) présente les résultats d’une expérience
d’exposition de juvéniles de bars a I’espece de Pseudo-nitzschia
dominante pendant le suivi réalisé en 2012 : P. delicatissima. Au cours
de cette expérience, I’effet nocif potentiel (toxique et/ou mécanique) de
P. delicatissima a été evalué d’une part, sur la condition et la croissance
des poissons et d’autre part, sur I’état des branchies.

Delegrange A.2", Vincent D. *°, Courcot L. *°, Amara R. *°. 2015.
Testing the vulnerability of juvenile sea bass (Dicentrarchus labrax)
exposed to the Harmful Algal Bloom (HAB) species Pseudo-nitzschia
delicatissima. Aquaculture 437 : 167-174

Aucun effet délétere des espéces dominantes identifiées pendant
I’efflorescence phytoplanctonique n’a pu étre mis en évidence (Chapitres
I et Il). Les mortalités de bars observées dans la ferme aquacole
pourraient donc étre liées a I’effet combiné de plusieurs espéces
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phytoplanctoniques présentes pendant I’efflorescence. De ce fait,
I’objectif du quatrieme chapitre (Chapitre 1V, page 82) a été de tester
I’effet d’une efflorescence phytoplanctonique dans son ensemble sur des
juvéniles de bar, en conditions aquacoles. Pour cela, I’expérience réalisée
en mésocosmes s’est inspirée des systémes d’aquaculture intégrée
(Schneider et al., 2005 ; Blancheton et al., 2009) qui cherchent a atténuer
I’effet de I’aquaculture sur I’environnement. Le mode de conception a en
fait été inversé en utilisant des organismes filtreurs en amont des bassins
d’élevage pour diminuer [I’abondance phytoplanctonique. Cette
expérience est une étude de cas qui considére les organismes
suspensivores comme outil de mitigation de I’'impact des efflorescences
phytoplanctoniques sur I’aquaculture.

Delegrange A.2*", Vincent D.°, Duret M. *", Amara R.". Mussels as a
mitigation tool to prevent phytoplankton spring bloom noxious
effects on farmed fish? A test-case experiment. Aquacultural
Engineering 66 : 52-61.

La synthése de ces travaux et les perspectives de recherche sont présentés
dans la derniere partie de cette thése (Chapitre V, page 106).
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Chapitre Il. Diversité de Pseudo-nitzschia sp.,
production d’acide domoique et communautés
phytoplanctoniques associées.

Chapitre I. ETUDE PRELIMINAIRE
Analyses pluri-annuelles
Biomasse phytoplanctonique Vs mortalité

s

Suivi saisonnier des communautés phytoplanctoniques en
baie sud de la mer du Nord (Fév. — Nov. 2012)
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+ Phaeocystis globosa Pseudo-nitzschia
Identification des taxons pouvant pas d’effet délétére delicatissi s
induire les mortalités Amara et al. (2013) elicatissima

y

Chapitre Ill. Effet de Pseudo-nitzschia delicatissima sur les
juvéniles de bar. Expérience d’exposition.
Expérience au laboratoire
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Chapitre IV. Effet de I'efflorescence phytoplanctonique printaniére sur
les juvéniles de bar. Utilisation des moules comme outil de mitigation
Réduction du bloom par I'activité de bivalves filtreurs Expérience en
mésocosmes.

Figure 6. Schéma d’organisation des études réalisées au cours de cette thése



Chapitre I. Etude préliminaire :
coincidence entre I'efflorescence
phytoplanctonique printaniere et les
mortalités de bar en mer du Nord







Chapitre I. Etude préliminaire

I.1. Introduction : site atelier et problématiques

associées
Dans la baie sud de la mer du Nord, la ferme Aquanord S.A. éléve des

bars (Dicentrarchus labrax) et des daurades (Sparus aurata) dans des
bassins a terre du prégrossissement (juvéniles ~ 5 g) aux poissons
commercialisables (~ 400 g a 1,5 kg) et produit environ 1500 tonnes de
poisson par an. Puisque la température du milieu naturel n’est pas
suffisante pour assurer une croissance optimale des poissons (i.e. entre 20
et 26 °C, Blancheton, 2000 ; Person-Le Ruyet et al., 2004), la ferme
piscicole est alimentée par deux circuits d’eau de mer distincts (encadré
1, figure 1.1) dont le mélange est contrélé : (i) un circuit d’eau de mer
provenant du canal d’amenée présentant les propriétés hydrobiologiques
des eaux cotieres du sud de la mer du Nord (i.e. communautés
planctoniques naturelles, température, éléments nutritifs, salinité), et (ii)
un circuit d’eau chaude provenant du canal de rejet dont les propriétés
hydrobiologiques ont été modifiées par le traitement de la centrale (cf.
encadré 1, CNPE de Gravelines). La chloration et le choc thermique (+10
°C par rapport a la température naturelle du milieu) appliqués sur les
communautés phytoplanctoniques naturelles provoquent la réduction de
I’abondance et de la biomasse phytoplanctonique. Selon plusieurs études,
I’impact de la chloration serait plus marqué que celui de la température
(Briand, 1975 ; Brook et Baker, 1972 ; Poornima et al., 2006). Dans les
bassins d’élevage des bars alimentés en circuit ouvert (Figure 1.1 ; taux
de renouvellement = 1 h?) se retrouvent donc les composantes
planctoniques naturelles et potentiellement modifiées suivant la
dynamique saisonniere caractéristique de la zone, a savoir notamment,
une efflorescence phytoplanctonique printaniére tres marquée et des
stocks plutdt stables et faibles le reste de I’année méme si une
efflorescence automnale de moindre ampleur peut étre observée
(Lefebvre et al., 2011 ; Rousseau et al., 2002 ; Schapira et al., 2008).
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Encadré 1 Le Centre Nucléaire de Production d’Electricité de Gravelines, Nord,
France. Circuits d’eau

Le CNPE de Gravelines utilise I’eau de mer naturelle provenant de
I’avant-port de Dunkerque via le canal d’amenée pour refroidir ses
circuits. L’eau de mer naturelle subit donc un traitement au sein du
CNPE qui comprend :

Un criblage sur tamis de 1 mm permettant d’éliminer les grosses

particules,

Une chloration par électrophorése (1 %) lorsque la température du

milieu dépasse 10 °C afin d’éviter la fixation d’épibiontes (i.e.

moules, balanes, biofilm)

Un réchauffement moyen de 10 °C dans les circuits de la centrale,
Ensuite, I’eau réchauffée est évacuée vers le milieu cotier par le canal de
rejet (figure 1.2).

Mer du Nord

Figure 1.2 : Vue aérienne du site de Gravelines montrant Aquanord S.A., la
centrale nucléaire de Gravelines et le point de prélévements
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Figure 1.1. Schéma d’un module d’élevage utilis¢ a Aquanord S.A. pour le
grossissement des bars.

A Aquanord, des mortalités massives de bar sont observées depuis plus
de dix ans au printemps, et touchent principalement les plus jeunes
poissons de la ferme qui sont les plus sensibles (i.e. juvéniles).
Cependant, les services vétérinaires n’ont pu expliquer ces mortalités par
les pathologies classiques rencontrées en aquaculture (e.g. parasitisme,
infections bactériennes et virales). Une implication de I’efflorescence
phytoplanctonique a par consequent été suspectee.

Afin de Vérifier la coincidence entre les mortalitées de bar et
I’efflorescence phytoplanctonique, une analyse pluriannuelle (2005 —
2013) a été effectuée sur les données hebdomadaires de mortalités de bar,
et de biomasse phytoplanctonique (i.e. concentration en chlorophylle a).
Cette coincidence a aussi été analysée pour I’abondance de taxons déja
connus pour avoir des effets délétéres sur les organismes marins, a savoir
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P. globosa, Pseudo-nitzschia sp. , Rhizosolenia sp. et Noctiluca sp. pour
cette étude (cf. Introduction).

|.2. Matériel et méthodes

I.2.1. Bases de données

Afin de mettre en relation les efflorescences phytoplanctoniques et les
mortalités de bar & long terme, deux bases de données ont été utilisées :

- La base de données issue du suivi hydro-biologique réalisé par
I”Ifremer® dans le cadre de son programme de surveillance de
I’Impact des Grands Aménagements (IGA) lié & la centrale
nucléaire de Gravelines. Le point de prélevement correspondant
aux données recueillies est situé dans le canal d’amenée (Figure
I.1). Les données IGA utilisées sont en fait celles qui concernent
le phytoplancton, a savoir, la concentration en chlorophylle a et
les abondances phytoplanctoniques. Afin de pallier aux problemes
d’homogénéité de cette base de données, les espéces ou groupes
d’espéces phytoplanctoniques identifiés (dans le cas de
discriminations difficilement réalisables en microscopie optique)
ont été regroupés au plus petit niveau taxonomique commun : le
genre.

— La base de données d’Aquanord S.A., reportant les mortalités
hebdomadaires de bar (individus. semaine™) mesurées dans
I’ensemble de la ferme piscicole.

1.2.2. Analyses numériques

La détection et la mise en évidence de tendances dans la série de données
de mortalité ont été réalisées par la méthode des sommes cumulées des
écarts a la moyenne (cumsum, Ibanez et al., 1993 ; figures 1.2 et 1.3).
L’interprétation de la série des sommes cumulées des écarts a la moyenne
se fait comme suit: la pente est négative lorsqu’une succession de
données présente des valeurs inférieures a la moyenne, et positive lorsque
la succession des données présente des valeurs supérieures a la moyenne.

3 Ifremer : Institut Francais de Recherche pour I’Exploitation de la Mer
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Sur les graphiques obtenus, les pics et les creux correspondent a des
changements d’anomalies par rapport a la moyenne de la série.
L’anomalie sera positive & partir d’un creux (i.e. série de valeurs de
mortalités supérieures a la moyenne), et négative a partir d’un pic (i.e.
série de valeurs de mortalités inférieures a la moyenne ; figure 1.2).

TM (%ind.sem)

0.5 4

cumsum T™M

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Figure 1.2. Série temporelle du taux de mortalité hebdomadaire (TM, % ind.sem™)
de bars a Aquanord et de la somme cumulée des écarts a la moyenne du taux de
mortalité (cumsum TM) entre 2005 et 2013. En vert figure la période de
I’efflorescence phytoplanctonique printaniere (basée sur la concentration en
chlorophylle a).
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Les bases de donnees (mortalités et phytoplancton) ont ensuite été
analysées selon les étapes suivantes (Figure 1.3) :

36

Normalisation par transformation log (x+1).

Régularisation par interpolation linéaire. Les données ne
présentant pas la méme régularitt dans la fréquence
d’échantillonnage (mortalités = données strictement
hebdomadaires, phytoplancton = pas de temps compris entre 3 et
10 jours), la méthode d’interpolation utilisée permet de créer
artificiellement des points d’échantillonnage hebdomadaires
réguliers dont les valeurs sont estimées par régression linéaire.

La méthode de I’Eigen Vector Filtering (EVF, ou filtrage des
variables par les vecteurs propres, Colebrook, 1978 ; Ibanez et
Etienne, 1992) consiste a réaliser une Analyse en Composantes
Principales (ACP) sur la matrice d’auto-covariance de la série de
données, puis a modéliser la série a partir de son estimation par le
produit du premier vecteur propre et de la premiére composante
principale. Cette estimation correspond & la fois a la premiere
variable filtrée et a la tendance générale de la série. Elle extrait
donc le mouvement lié a la plus grande variance. Le second axe
de I’ACP fournit la deuxieme variable filtrée (EVF2) qui contient
le maximum d’informations lorsque la tendance générale a été
enlevée, et ainsi de suite. L’application de cette méthode aux deux
bases de données régularisées (mortalités et phytoplancton) a
permis d’obtenir une premiere variable filtrée (EVF1)
représentant la variabilité saisonniére tout en lissant la variabilité
aux plus petites échelles (incluant la variabilité aléatoire). Cette
méthode a donc permis de lisser les cycles saisonniers méme si
une variabilité interannuelle existe tant dans I’amplitude que dans
la période de ces cycles (Ibanez et Etienne, 1992).
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Mortalités
(%ind.sem™)

Somme cumulée des
écarts a la moyenne

Phytoplancton
Biomasse (chlorophylle a)
Abondance par genre

Transformation des données
Log(x+1)

A 4

N

y

Régulation par interpolation linéaire
Données hebdomadaires du 01/01/2005 au 31/12/2013

Décomposition
Eigen Vector Filtering

Composante EVF1

Mortalités phytoplancton

Cross-corrélation

Composante EVF1

Figure 1.3. Schéma récapitulatif des analyses numériques effectuées pour

I’étude de la coincidence entre mortalité de bars et phytoplancton
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- Les co-variations entre les séries de données phytoplancton et de
mortalités de bars ont été étudiées par corrélation croisée (ou
cross-correlation, Legendre et Legendre, 1998). Cette méthode
permet d’estimer un coefficient de corrélation de Pearson entre
deux séries temporelles présentant un décalage (lag) variant de 0 a
n (et —n) points. Dans notre cas, un lag de 1 correspond a un
décalage d’une semaine entre les deux séries. Cette méthode a
donc permis de considérer un éventuel décalage entre le pic
d’abondance phytoplanctonique et I’augmentation des mortalités
des bars (i.e. un temps de réponse des mortalités, Fortes et al.,
2004, figure 1.4).

Corrélation négative maximale entre les deux séries :
décalage d’une & deux semaines entre le pic de
phytoplancton et I’ augmentatlon des mortalités

a3 s VH “ | | | / | 1 l
Coefficient de < . | 1 | | ‘ ‘ I & Seuils de significativité
(95 %) du coefficient de

corrélation
corrélation de Pearson

03

20 Z;)
Lag

« ° >

Décalage de la série de données phytoplanctoniques
(chlorophylle @ et abondances phytoplanctoniques)
par rapport ala série des mortalités
(1 unité = 1 semaine)

Figure 1.4. Schéma d’interprétation des résultats de corrélation croisée.

|.3. Résultats et discussion
La variabilité saisonniere de la biomasse phytoplanctonique est

clairement marquée (figure 1.5) et est conforme a ce qui est généralement
observé dans cette partie de la mer du Nord (Joint et Pomroy, 1993 ;
Rousseau et al., 2002 ; Lefebvre et al., 2011). Les mortalités de bar
présentaient une variabilité saisonniére similaire. Néanmoins, une forte
variabilité interannuelle est observée avec des taux de mortalités
notamment plus faibles d’environ 50 % en 2012 et en 2013 par rapport a
2010 (figure 1.2). Des pics de mortalité de bars peuvent aussi étre
observés en hiver et en été mais leur cause a pu étre identifiée par les
éleveurs et/ou les vétérinaires. Ainsi, le plus souvent, la mortalité
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hivernale fait suite & la campagne de vaccination qui a généralement lieu
au mois de janvier (e.g. en 2012). En été, les infections bactériennes
telles que la vibriose sont responsables des mortalités observées. Cette
derniére se manifeste par des lésions aux branchies et aux nageoires et la
bactérie se détecte dans les organes internes des poissons tels que le foie
(Aquanord). La vibriose est présente de maniére récurrente dans la ferme
aquacole, elle se développe lorsque les températures sont plus chaudes et
contamine de maniére aléatoire les bassins quel que soit le stade de
grossissement des poissons.

Par ailleurs, I’analyse de corrélation croisée a permis de confirmer la
coincidence entre le pic de biomasse phytoplanctonique (i.e. pic de
concentration en chlorophylle a) et les fortes mortalités de bar a
Aguanord avec un décalage de deux semaines entre le pic de biomasse et
I’augmentation des mortalités de bar (r2 = -0,336; p<0,05; lag = 2,
tableau 1.1, figure 1.5).

Les genres phytoplanctoniques pour lesquels (i) aucun cycle annuel n’est
visible, (ii) la cross-corrélation n’est pas significative ou (iii) la
corrélation croisée est positive, c’est-a-dire que le pic d’abondance ou de
biomasse phytoplanctonique ne correspond pas & une augmentation des
mortalités de bar, ne sont pas présentés.

Une corrélation croisée significative avec les mortalités de poissons a pu
étre mise en évidence pour 12 genres phytoplanctoniques parmis lesquels
sept se développent au printemps et en été (lag < 7, i.e. dans les sept
semaines qui suivent le pic de mortalité, tableau 1.1) et quatre sont
connues pour avoir des effets déléteres sur les poissons (cf. Introduction
générale) : Phaeocystis globosa, Pseudo-nitzschia sp., Rhizosolenia sp. et
Noctiluca scintillans. Le lag correspondant au coefficient de corrélation
négatif maximal indique le décalage entre le creux de la série des
sommes cumulées des mortalités (i.e. le début d’une anomalie positive)
et le pic d’abondance phytoplanctonique. Néanmoins, le coefficient de
corrélation devient significatif avant le moment du pic d’abondance
(figure 1.5). Cela illustre la coincidence entre la présence des quatre
especes phytoplanctoniques et le moment ou les mortalités de bars
deviennent anormalement élevées.
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Tableau 1.1 : Résultats de la corrélation croisée pour les taxons
présentant une corrélation négative significative (p<0,05) avec la
somme cumulée des écarts a la moyenne du taux de mortaltié des
poissons.

Le lag correspond au décalage de la série par rapport a la série de
somme cumulée des écarts a la moyenne. En gras: séries pour
lesquelles les données sont présentées en figure 1.7

Taxon Correlation maximale Lag
Chlorophylle a -0,336 2
Nitzschia sp. -0,315 -4
Phaeocystis sp. -0,298 -2
Gyrodinium sp. -0,133 0
Pseudo-nitzschia sp. -0,237 2
Rhizosolenia sp. -0,455 4
Protoperidinium sp. -0,295 5
Noctiluca sp. -0,189 7
Scrippsiella sp. -0,274 10
Diplopsalis sp. -0,269 12
Amphidinium sp. -0,256 14
Prorocentrum sp. -0,333 14
Polykrikos sp. -0,201 16

L’analyse de corrélation croisée a aussi permis de mettre en évidence que
la succession des especes phytoplanctoniques était semblable a celles
observées précédemment dans la méme zone d’étude (Rousseau et al.,
2002 ; Seuront et al., 2006 ; Hernandez-Farifias et al., 2014).

Le pic d’abondance de la Prymnesiophyceae Phaeocystis globosa a lieu
au début du printemps et précéde de deux semaines I’augmentation des
mortalités de bars (tableau 1.1, figure 1.5). P. globosa, sous sa forme
coloniale, est une espéce connue pour influencer la qualité de I’eau de
mer et notamment augmenter sa viscosité, conduisant a I’altération de la
fonction branchiale (i.e. respiration et excrétion) voire au colmatage des
branchies (cf. Introduction 83.1). Cependant, lors d’une expérience
d’exposition spécifique, Amara et al. (2013) ont montré que cette espece
n’avait pas d’effet délétére sur les juvéniles de bar. De méme, un suivi
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pluri-annuel (2000 — 2013) des communautés de juveniles de poissons
fréquentant les zones cotieres intertidales de la Manche n’a pas mis en
évidence de relation entre la variabilitt de I’abondance et de la
composition de ces communautés et celle de [I’efflorescence de
Phaeocystis globosa malgré la forte variabilité interannuelle observée
(Benazza et al., in press).

Ensuite, deux diatomées succédent a P. globosa, Pseudo-nitzschia sp. et
Rhizosolenia sp. qui atteignent leur pic d’abondance deux et quatre
semaines apres le début de I’augmentation des sommes cumulées des
taux de mortalité, respectivement (tableau 1.1, figure 1.5). Plusieurs
espéces du genre Pseudo-nitzschia sont capables de produire de I’acide
domoique et, de part leur forme d’aiguille, elles peuvent aussi causer des
altérations physiques des organes tels que les branchies ou encore le tube
digestif.

Enfin, la derniére espéce pouvant avoir un effet délétére sur les poissons
est la Dinophyceae Noctiluca scintillans. Elle est notamment responsable
d’épisodes d’hypoxie aigué et d’acidification du milieu (cf. Introduction
83.1.).
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Figure 1.5. A gauche : série temporelle de la concentration en chlorophylle a (log
(x+1); pg.L™), de I’abondance de Phaeocystis globosa, Pseudo-nitzschia sp. ,
Rhizosolenia sp. et Noctiluca scintillans (log(x+1) ; cellules. L™), et évolution des
sommes cumulées du taux de mortalité (TM) des bars de 2005 a 2013 a Aquanord.
A droite : corrélation croisée entre la série des sommes cumulées des mortalités de
poissons et les séries phytoplanctoniques. Le Lag correspond au décalage des séries
en nombre de points (1 point = 1 semaine), ACF correspond au coefficient de
corrélation, et les pointillés bleus représentent le seuil au-dessus duquel la corrélation
est significative (p<0,05)
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En conclusion, plusieurs espéces phytoplanctoniques présentant un risque
pour les poissons se succeédent au printemps dans les eaux alimentant les
bassins d’élevage de bar. A chaque espece peuvent étre associés un ou
plusieurs effets délétéres qui, seul ou combinés pourraient causer les
mortalités importantes de poissons dans la ferme aquacole. De plus, le
fait que ces espéces se succedent et que chacune puisse étre responsable
d’effets déléteres différents sur les poissons pourrait accentuer ce
phénoméne. Une étude saisonniére ciblée s’est donc avérée nécessaire
pour identifier les espéces délétéres en présence, leur succession et
comprendre leur impact potentiel sur les poissons.
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Chapitre I1. Diversité de Pseudo-nitzschia dans le sud de la mer du Nord

I1.1. Préambule

Les analyses préliminaires présentées dans le premier chapitre de cette
these ont montré une coincidence entre les mortalités de bar et
I’efflorescence phytoplanctonique printaniére. Elles ont par ailleurs
permis d'identifier les espéces dont le pic d’abondance coincide avec
I’augmentation des mortalités de poissons (cf figure 1.5, page 33). Parmi
ces especes, Phaeocystis globosa et Pseudo-nitzschia sp. sont apparues
de maniere systématique dans l'analyse des séries a long terme, cela
signifie que leur pic d’abondance printanier coincide avec des mortalités
élevées et croissantes de bar au sein de la ferme aquacole (figure 1.5). Si
I’écologie de P. globosa a largement été étudiee en Manche orientale et
en mer du Nord (e.g. Cadée et Hegeman, 1986 ; Riegman et al., 1992 ;
Seuront et al., 2006 ; Rousseau et al., 2013), les informations relatives
aux diatomeées du genre Pseudo-nitzschia sp. concernent leur potentielle
toxicité (revue de Lelong et al., 2012 ; Lefebvre et al., 2014) et leur
récurrence dans la baie sud de la mer du Nord et la Manche orientale
(e.g. Rousseau et al., 2002 ; Schapira et al., 2008 ; Grattepanche et al.,
2011 ; Lefebvre et al., 2011 ; Downes-Tettmar et al., 2013).

Par ailleurs, I’augmentation de I’abondance et de I’occurrence du genre
Pseudo-nitzschia dans cette zone géographique est un fait avéré depuis
les dernieres décennies (Lefebvre et al., 2011 ; Hernandez-Farifias et al.,
2014). En realité, la plupart des etudes portant sur les communautés
phytoplanctoniques dans cette région identifient les Pseudo-nitzschia sp.
au niveau du genre ou par complexes (i.e. P. complexe delicatissima,
largeur de valve < 3um et P. complexe seriata, largeur de valve > 3um).
En effet, une identification spécifique de Pseudo-nitzschia sp. nécessite
soit I’observation et la mesure des microstructures des valves en
microscopie électronique (& balayage ou a transmission), soit d’avoir
recours a des analyses génétiques (Quijano-Scheggia et al., 2008b).

La Manche orientale et la mer du Nord sont des écosystemes essentiels
car ils concentrent d’importantes activités de péche et de conchyliculture,
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mais aussi de nombreuses nurseries de poissons commerciaux. Etant
donné les conséquences potentiellement toxiques de la présence de
Pseudo-nitzschia sp. sur les organismes marins (Work et al., 1993;
Lefebvre et al., 2012), la santé humaine (Quilliam et Wright, 1989 ; Perl
et al., 1990) et les activités aquacoles (Buestel et al., 2009), il apparait
nécessaire d’approfondir les connaissances a propos de ce genre.
L’objectif de ce chapitre a été de determiner la diversité spécifique du
genre Pseudo-nitzschia dans la zone cotiere du sud de la mer du Nord par
I’étude de la micro-structure des valves des diatomées au microscope
électronique a balayage (MEB), de quantifier la concentration d’acide
domoique dans le milieu ainsi que son évolution, en relation avec la
succession des communautés phytoplanctoniques et les conditions
hydrologiques. Pour cela, un suivi saisonnier (de février & novembre
2012, fréquence de deux semaines) a été réalisé a I’entrée du canal
d’alimentation de la ferme aquacole permettant un échantillonnage des
masses d’eau cotiéres du sud de la mer du Nord.

NB : L’échantillonnage du mésozooplancton (> 200 pm) lors de ce suivi
saisonnier a permis d’acquérir de nouvelles donneées relatives a I’étude de
la dynamique d’introduction de I’espece invasive Mnemiopsis leidyi
(Cténaires) en Manche — mer du Nord. Ces données font partie intégrante
d’un article publié dans Aquatic Invasions (E. Antajan, T. Bastian, T.
Raud, J.-M. Brylinski, S. Hoffman, G. Breton, V. Cornille, A.
Delegrange et D. Vincent, 2014. The invasive ctenophore Mnemiopsis
leidyi A. Agassiz, 1865 along the English Channel and the North Sea
French coasts: another introduction pathway, Annexe 2).
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Pseudo-nitzschia sp. diversity in the southern North Sea,
domoic acid production and associated phytoplankton

communities.
Delegrange A", Lefebvre A.°, Amara R.*, Courcot L. %", Vincent D. "
# Université du littoral Cote d’Opale (ULCO), UMR 8187, Laboratoire
d’Océanologie et de Geéosciences (LOG), 32 Avenue Foch, F-62930
Wimereux, France.
®Univ Lille Nord de France, F-59000 Lille, France
‘IFREMER,LER/BL, 150 Quai Gambetta, F-62200 Boulogne-sur-Mer,
France.
* Corresponding author at: ULCO, UMR 8187 LOG, 32 Avenue Foch,
F-62930 Wimereux, France. Tel.: +33321996427. Fax.: +33321996401.
E-mail address: alice.delegrange@univ-littoral.fr
Abstract
A rather low diversity of Pseudo-nitzschia sp. was observed during a
seasonal survey (February to November 2012) along the French Coast of
the Southern North Sea. Three distinct species were identified by
scanning electron microscopy, namely P. delicatissima, P. pungens and
P. fraudulenta, and their presence coincided with high Domoic Acid
(DA) levels both in spring (229 pg mL™) and autumn (102 pg mL™Y). This
strong seasonality was related to co-occurring phytoplankton
communities (e.g. P. globosa bloom) and environmental parameters,
particularly nutrient (DIN and Si) limitations. Paradoxically, high DA
concentrations were not systematically related to high stocks of toxic
Pseudo-nitzschia sp. leading to reconsider the alert indicators currently
used in monitoring programmes.
Keywords: Pseudo-nitzschia, Southern North Sea, Domoic acid,
Phaeocystis globose, Harmful Algal Blooms (HAB), monitoring
programme.
Highlights:
e Low Pseudo-nitzschia diversity (three species) in the Southern North
Sea
e Phytoplankton dynamics in relation to environmental parameters
e Pseudo-nitzschia seasonal dynamics and associated domoic acid
concentration
e Domoic acid concentration not systematically related to Pseudo-
nitzschia abundance
e Identification of potential DA producing species (P. pungens)
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11.2. Introduction
The cosmopolitan diatom genus Pseudo-nitzschia sp. comprises 37

species amongst which 14 are known to produce Domoic Acid (DA;
Lelong et al., 2012), a phycotoxin responsible for Amnesic Shellfish
Poisoning (ASP) events in human, marine mammal and seabird
populations (Hasle, 2002; Trainer et al., 2012). The first reported ASP
event occurred in Prince Edward Island (Canada) in 1987 and resulted in
the illness of a hundred persons, and the death of three after consumption
of DA contaminated blue mussels (Mytilus edulis; Bates et al., 1989;
Quilliam and Wright, 1989). Shellfish stocks are now systematically
monitored to prevent any human ASP, and alerts indicators such as DA
concentration and/or Pseudo-nitzschia sp. abundance monitoring appear
to be efficient tools, as no human poisoning has ever been reported since
then (Trainer et al., 2012). However, DA poisoning of marine mammals
and seabirds feeding on DA contaminated planktivorous preys can still
occur (e.g. anchovies and sardines; Lefebvre et al., 2002; Scholin et al.,
2000; Sierra-Beltran et al., 1997; Stauffer et al.,, 2012). Given the
possible public health and welfare incidences of the toxic diatom Pseudo-
nitzschia sp. worldwide, assessing its dynamic and potential DA
production has generated considerable interest, particularly in coastal
exploited areas. Its ability to form either mono-specific blooms in
enclosed areas (e.g. Monterey Bay, California), or less dense blooms in
open ecosystems (Trainer et al., 2012) makes it a common species in
most temperate phytoplankton assemblages. In the Eastern English
Channel-North Sea (EEC-NS) ecosystem, Pseudo-nitzschia sp. is in fact
frequently observed year round (Hernandez-Farifias et al., 2014; Schapira
et al., 2008; Seuront et al., 2006). However, existing studies limited the
detection of Pseudo-nitzschia sp. to the genus level or to morphological
features measurable by optical microscopy, i.e. valve width,
distinguishing large species (width > 3 pum, Pseudo-nitzschia complex
seriata), from narrow ones (width < 3 um, P. complex delicatissima).

Given the importance of shellfish farming and picking activities in this
area (Lefebvre et al., 2014), the increasing trend of Pseudo-nitzschia
abundance over the past decade has increased scientific awareness and
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concern on public health (e.g. Hernandez-Farifias et al., 2014; Lefebvre
et al., 2014; Lundholm et al., 2010; Parsons et al., 2002; Trainer et al.,
2012). In the area, thresholds level of shellfish contamination (20 pg DA
g™ fresh weight) were not reached until 2014 when King Scallop (Pecten
maximus) stocks off the Bay of Somme were DA contaminated, and
represented the furthest north ASP alert in France (Lefebvre, pers. com.).
This emphasizes the need to address Pseudo-nitszchia dynamics and
taxonomy. To our knowledge, no study in the Southern Bight of the
North Sea has so far identified Pseudo-nitzschia sp. to the species level
nor have they estimated the associated level of produced DA. Finally,
studies elucidating the nutrient and physical requirements, as well as the
biotic interactions of Pseudo-nitzschia species at the regional scale are
scarce although crucial for predicting proliferation and associated
toxicity. This study thus aimed to identify Pseudo-nitzschia species
consortium in the EEC-NS ecosystem over an annual cycle, to define
their importance in the seasonal phytoplankton succession, and to
estimate associated DA concentrations with regard to hydro-biological
conditions prevailing in this ecosystem.

I11.3. Material and methods
I1.3.1. Sampling strategy

The sampling station (~ 10 m depth) was located along the French coast
of the southern North Sea, in Dunkirk harbour (western part, 51°1°12"’
N, 1°9’0”’E, Figure 1). The inner part of this harbour forms a small semi-
enclosed embayment where semi-diurnal macrotidal tides prevail, and
enable important water exchanges with coastal waters of the southern
North Sea. Sampling was conducted fortnightly from the 22" of
February to the 14™ of November 2012 during flood (within 2 h before
high tide) to only consider neritic plankton communities although benthic
communities could be re-suspended during high mixing periods.

Temperature (°C) and salinity were measured with an Anderaa
Instruments probe at each sampling date. Seawater samples were
collected at one meter depth using a Niskin bottle. For inorganic
nutrients, seawater samples (frozen at -20 °C until analysis) were
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analysed either by fluorimetry (NH,"; Trilogy, Turner Designs; Holmes
et al., 1999) or by the use of an autoanalyser (Alliance Integral Futura)
for NO,, NOj, HPO,*, Si(OH), following standard protocols
(Bendschneider and Robinson, 1952; Mullin and Riley, 1955; Murphy
and Riley, 1962).

Southern North Sea

United Kingdom

Belgium

2°0E
1

Southern North Sea

=

Figure 11.1. A. Location of the study area. B. Location of the sampling station
(black dot) in Dunkirk harbour (Southern North Sea).

Eastern English Channel
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I1.3.2. Phytoplankton standing stock and community
composition

Phytoplankton biomass was assessed from chlorophyll a and
pheopigment concentrations. Seawater samples (250 to 500 mL) were
filtered on glass fibre filters (Whatman GF/F) under low vacuum and
frozen at -20 °C until analysis (within 2 mo. after collection). Pigments
were extracted in 90 % acetone overnight at 4 °C and chlorophyll a, and
pheopigments concentrations were estimated following Lorenzen (1966)
using a pre-calibrated (chlorophyll a from Anacystis nidulans standard,
Sigma) fluorometer (Trilogy, Turner designs). For phytoplankton
community analyses, 250 mL samples were preserved in the field with
lugol/glutaraldehyde fixative (2 % final concentration, Verity et al.,
2007) and stored at 4 °C in the dark until analysis (within 3 mo. after
collection). At the laboratory, 5 to 10 mL subsamples were settled in
Hydrobios counting chambers. Phytoplankton cells were identified and
enumerated using an inverted microscope (Nikon Eclipse TE2000-S,
magnification x200, x400) under phase contrast illumination. On average
942 + 568 cells per sample were identified and counted. For Phaeocystis
globosa, total cells were enumerated without stage distinction (i.e.
isolated, colonial stages).

When Pseudo-nitzschia sp. cells were observed by optical microscopy,
Scanning Electron Microscopic (SEM) analyses were carried out for
species identification. Briefly, 10 to 100 mL of homogenized preserved
samples were filtered on polycarbonate filters (24 mm diam.; 0.8 um
porosity) and rinsed with milliQ water to eliminate salts. Filters
containing diatom frustules were acid cleaned (2 - 3 mL HCI 37%) in
Teflon beakers overnight at room temperature and rinsed in a milliQ
water bath. Acid and water bathes were filtered once again (same filter)
to limit cell loss during acidification and rinsing steps. Thereafter, filters
were placed on aluminium stubs with double sticky carbon tabs and air-
dried during 12 h under laminar flow. Finally, dried filters were
metallized under argon flow with Au/Pd during 90 s (Polaron SC 7620).
Quantified measures based on literature review (e.g., valve length and
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width, number of fibulae and of interstriae in 10 um...) permitted to
discriminate species within Pseudo-nitzschia complex seriata (width > 3
pum), and P. complex delicatissima (width < 3 um; see Table 1). At least
50 Pseudo-nitzschia sp. cells per sample were identified.

Dissolved and particulate Domoic Acid (DA; pg mL™) concentrations
were measured using ASP ELISA kits (Biosense, Bergen, Norway)
following the provided procedure. Briefly, total DA concentration (i.e.,
dissolved + particulate DA) was measured from 5 mL of natural seawater
samples stored at -20 °C until analysis. For dissolved DA, collected
seawater samples (5 mL) were filtered on 0.2 um cellulose acetate filters
before being frozen (-20 °C). On the day of analysis, samples were
thawed at 4 °C and dissolved DA samples were directly processed. For
total DA samples, sonication on ice was carried out to disrupt cells and
samples were filtered on 0.2 um cellulose acetate before the assay.
Particulate DA was obtained by subtracting dissolved DA to total DA.

I1.3.3. Data analyses

The potential limitation of phytoplankton growth by nutrients availability
was investigated by comparing P:N:Si ratio in our samples to the
theoretical Redfield ratio (i.e., P:N:Si = 1:16:16, Brzezinski, 1985;
Redfield et al., 1963). A synthetic diagram of N:P ratio as a function of
Si:N ratio where lines represented Redfield ratios (i.e., Si:N =1, N:P =
16 and Si:P = 16) allowed to define 6 areas of limiting conditions. A
specific emphasis was given to nutrient limitation during periods of
Pseudo-nitzschia sp. dominance.

11.4. Results

I1.4.1. Hydrological conditions
Temperature followed a typical seasonal evolution varying from 4.9 °C
in February to 19.0 °C in August (Figure 2). By contrast, due to flood

tide sampling, salinity remained stable averaging 34.2 + 0.3 (min: 33.4,
max = 35.0).
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Figure 11.2. Time series of temperature (°C, o) and salinity (m) during the 2012

survey.

With the exception of NH,4", all nutrients decreased rapidly to reach their
annual minima of 0.01, 0.35 and 0.30 umol L™ for NO, +NO3’, HPO,*
and Si(OH),, respectively, in April (Figure 3). Thereafter, HPO4* varied
between 0.5 and 1.0 pmol L™ and NO,+NOs remained stable below 5

umol L™ from April to October and increased up to 11.7 pmol L™ at the

end of the survey. Silicate concentrations ranged between 2.5 and 7.5

pmol L™ with two minimal values in April and June (i.e., 0.3 and 0.2
umol L, respectively). NH," concentrations were highly variable from
February to June ranging between 1.0 and 3.8 pmol L™. Thereafter,
concentrations remained relatively stable and averaged 2.0 to 4.0 pmol

L1,
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Figure 11.3. Time series of nutrient (NH,", NO,+NOs;, HPO,*, Si(OH),)
concentrations
(umol L) during the 2012 survey.

11.4.2. Phytoplankton standing stock

Phytoplankton bloom started at the end of February 2012 and ended in
early June and was illustrated by three successive peaks in chlorophyll a
concentrations (from 4.0 to 9.5 pg chla L™ Figure 4A), and
phytoplankton abundance (from 8.2x10° to 3.6x10° cells L™; Figure 4B).
From July to November, chlorophyll a concentration (2.3 + 0.7 pg L™?)
along with phytoplankton abundance (1.9 + 0.7x10° cells L™) remained
relatively stable and low. Pheopigment concentrations followed the same
pattern as chlorophyll a (Figure 4A) and represented 22 to 49 % of total
pigments. Four periods could be identified based on phytoplankton
community composition: Period 1 (P1, February 20 — April 5) was
characterized by the dominance of small diatoms (5-20 um in length;
Thalassiosira sp., Skeletonema costatum, Asterionellopsis glacialis and
Chaetoceros sp.), either isolated or in colony, and phytoplankton peaked
to 8.2x10° cells L™. Period 2 (P2, April 5 to May 20) corresponded to the
P. globosa bloom with abundances ranging from 1.8 to 3.7x10° cells L™
(Figure 4B). This bloom was accompanied by high abundances of
Chaetoceros sp. (8.7x10%cells L™, 64 % of the diatom community at the
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beginning of P2), and Pseudo-nitzschia sp. (2.1x10° cells L™ equivalent
to 86 % of the diatom community at the end of P2). Period 3 is the post-
bloom period (P3, from May 20 to September 08). It was characterized
by spring to summer diatoms and small Cryptophytes. Both fine walled
summer diatoms such as Guinardia sp. (i.e., G. delicatula, G. flaccida,
and G. striata), and highly silicified spring diatoms such as Chaetoceros
sp. and Thalassiosira sp. constituted the bulk of the diatom community.
Period 4 (P4, from September 08 to November 16) revealed the
occurrence of intermediate sized diatoms (30 - 40 um in length;
Delphineis sp.) as well as diatoms in forming colonies (e.g.,
Thalassiosira sp.) which, however, remained in low number (1.2 +
0.5x10° cells L™).

SEM allowed to acknowledge a rather low diversity of Pseudo-nitzschia
sp. in the area with three distinct species namely P. delicatissima
(belonging to the P. complex delicatissima), P. fraudulenta, and P.
pungens (both belonging to the P. complex seriata, see Table 1, Figure
5). Although sporadic P. pungens observations were made, P.
delicatissima represented 99 % of SEM identified frustules during the P.
globosa bloom period (P2) and outnumbered other diatoms. By contrast,
at the beginning of the post-bloom period (P3), contribution of Pseudo-
nitzschia sp. to total diatoms decreased down to 10 %, and P. pungens
markedly dominated (54 % of the SEM identified frustules) over P.
fraudulenta and P. delicatissima (33 % and 13 %, respectively). In
autumn (P4), all the identified Pseudo-nitzschia sp. frustules belonged to
the P. pungens species (< 1000 cells L™).
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Table 11.1. Morphological characters of Pseudo-nitzschia species and comparison with literature values. (min-max).

Species Central Fibulae (10 Interstriae Rows of Poroids Reference
Width (um) Length (um) Interspace pm'l) (10 pm'l) poroids (1 pm'l)
P. delicatissima 1.3-2 N/A + 22-29 33-43 2 8-11 Amato et al., 2005

1.7-2.8 N/A + 20-27 24-40 2 8-14 Fehling et al., 2006

1.1-2 40-78 + 19-25 36-40 2 10-12  Skov et al., 1999
1.0-1.5 42-66 + 20-23 env 40 2 10-12 Hasle et al., 1996
1.7-2.3 17-48 + 18-36 37-44 2 7.5-13.4 Kaczmarska et al., 2008
1.3-1.6 48-49 - 22-23 36-40 2 8-9 Klein et al., 2010
1.5-2.0 19-76 N/A 19-26 35-40 2 12 Lundholm et al., 2006
1.3-1.6 34-46 + 24-28 41-45 2 7-11 Moschandreou and Nikolaidis, 2010
1.0-2.4 19-78 + 19-30 33-42 2 8-12.5 Quijano-Scheggia et al., 2010
1.1-1.7 40.7-67.1 + 18-27 34-44 2-3 10-18  This study

P. fraudulenta 4.3-5.1 N/A + 20-24 22-26 2-3 5-6 Fehling et al., 2006

4.5-10 50-119 + 12-24 18-24 2-3 5-7 Skov et al., 1999

5-6 73-117 + 19-23 19-23 2-3 4-5 Hasle et al., 1996
3-4.5 63-99 + 15-17 14-15 2 N/A Hernandez-Becerril, 1998
5.1-5.6 56.8-81 - 21-22 22-24 2-3 6-7 Klein et al., 2010

4-7 71-101 N/A 18-30 19-28 2-3 6-7 Ljubesi¢ et al., 2011
4.4-5.8 48-80 + 22-24 21-24 2 5-6 Moschandreou and Nikolaidis, 2010
2.9-71 38.9-131.5 + 12-24 18-24 2 4-7 Quijano-Scheggia et al., 2010

5.2-6.1 75.0-98.8 + 19-23 17-23 2-3 6-7 This study



Table I11.1. Continued

Species Width Length Central Fibulae Interstriae Rows of Poroids Reference
(um) (um) Interspace (10 um™) (10 um™) poroids (1 um™)
P. pungens 3.1 N/A - 12 12 2 3-4 Fehling et al., 2006
74-174 2.4-5.3 - 9-16 9-16 1-2 3-4 Skov et al., 1999
2.94.5 74-142 - 9-15 9-15 2 3-4 Hasle et al., 1996
3-4 94-109 - 10-11 10-12 2 N/A Hernandez-Becerril, 1998
2.9-33 61-106 - 11-13 11-14 2-3 2-4 Klein et al., 2010
3.9-5.7 88-105 10-17 8-15 2 2-4 Ljubesi¢ et al., 2011
2.5-3.6 77-101 - 11-13 11-13 2 2-4 Moschandreou and Nikolaidis, 2010
2-4.8 37-156 - 9-13 9-15 2 1-5 Quijano-Scheggia et al., 2010
4-4.5 75-130 - 9-13 N/A 2 3-4 Stonik et al., 2001
2.7-4.7 95.9-135.5 - 10-15 10-15 2-3 2-4 This study
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A

Figure 11.5. SEM micrographs of the three identified Pseudo-nitzschia species. A-B:
Pseudo-nitzschia delicatissima, C-D: Pseudo-nitzschia pungens, E-F: Pseudo-
nitzscha fraudulenta. Scale bars: A,C,E=1um; B, D, F =10 um.
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Domoic acid was mostly present as dissolved DA throughout the survey
(83 + 16 %). Total DA followed Pseudo-nitzschia sp. dynamics,
particularly during the P. globosa bloom and post-bloom periods (P2 and
P3, Figure 6). Total DA maxima (229 pg mL™) corresponded to the co-
dominance of P. complex seriata and P. complex delicatissima, reaching
10* and 10° cells L™ in early May, respectively. Thereafter, total DA
decreased to 118 and 110 pg mL™ at the end of P2 and beginning of P3
coinciding with the highest abundance of P. complex delicatissima and
P. complex seriata, respectively. In autumn, DA concentrations remained
high (102 + 39 pg mL™) despite low abundances of P. complex seriata
(i.e., P. pungens). When measurable, DA cell quota only reached 0.05 pg
cell™.

300 A 8 -

particulate DA

mdissolved DA}

(: 11122 ,0T) pIoLAS X3 dWod ¢

50 4

P. complex delicatissima (10° cell L'?)

Feb. Mar. Apr. May Jun. Jul. Aug. Sep. Oct. Now

Figure 11.6. Time series of Pseudo-nitzschia complex delicatissima () and P.

complex seriata (x) abundances (cells L™), and particulate and dissolved domoic
acid (pg mL™) during the 2012 survey.

Potential nutrient limitation during periods P1 to P4 is highlighted in
Figure 7. During P1, winter phytoplankton growth (mainly diatoms) was
potentially limited by phosphate. The P. globosa bloom period (P2)
highlighted a clear transition towards DIN limitation and to a lesser
extent by phosphate and silicate. The same pattern was observed for post
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bloom summer (P3) and autumnal communities (P4). If P. complex
delicatissima were present mainly during DIN limitation (i.e. period 2),
P. complex seriata appeared to have a wider tolerance range with regard
to nutrients, being present under both DIN and silicate limitations (P3-
P4).
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Figure 11.7. Si:N:P molar ratios during the winter to spring period( P1, m), the
Phaeocystis globosa bloom (P2,e), the post bloom period (P3,A) and the summer-
autumn period (P4,x). In each area defined by the lines representing the Redfield
(1963) ratio, the limiting nutrients are reported in order of importance. Point size
depends on the Pseudo-nitzschia complex delicatissima (A) or P. complex seriata (B)
abundances.
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11.5. Discussion
The aim of this study was to assess the seasonality of coastal

phytoplankton communities in the Southern Bight of the North Sea with
a special emphasis on Pseudo-nitzschia sp. taxonomy, diversity,
occurrence (e.g., nutrient requirements) and associated domoic acid
concentrations over a year (February to November 2012).

With regard to hydrology, temperature and salinity values recorded in
2012 (Figure 2) are consistent with previous measurements done at the
seasonal scale in the inshore waters of the eastern English Channel
(Schapira et al., 2008; Seuront et al., 2006; Woehrling et al., 2005) as
well as in the Southern Bight of the North Sea (Lefebvre et al., 2011;
Otto et al., 1990; Rousseau et al., 2002). During this survey,
phytoplankton dynamics, both in biomass (illustrated by chlorophyll a
concentration, Figure 4A) and in abundance (Figure 4B), was similar to
previously reported studies in the Eastern English Channel (Breton et al.,
2000; Grattepanche et al., 2011a; Napoléon et al., 2014; Schapira et al.,
2008; Seuront et al., 2006) and the Southern Bight of the North Sea
(Hernandez-Farifias et al., 2014; Rousseau et al.,, 2002; Stelfox-
Widdicombe et al., 2004).

In the EEC-SNS ecosystem, SEM observations have seldom been used
for the identification of Pseudo-nitzschia species. The main difficulty in
monitoring these diatoms is in classifying them to the species level,
which, in fact, relies on molecular studies (Quijano-Scheggia et al., 2010)
or on ultra-structural features only visible by electron microscopy (Hasle
and Syvertsen, 1997). Past optical microscopy observations might have
led to misidentifications. For instance, Schapira et al. (2008), and Seuront
et al. (2006) attributed observations of P. complex delicatissima to the
species P. pseudodelicatissima by optical microscopy without any
specific analysis of valve microstructure. Other studies restricted the
identification of Pseudo-nitzschia species to the genus (Grattepanche et
al., 2011a; Rousseau et al., 2002), or to the widely used complexes
discriminated by using valve width (i.e., P. complex delicatissima, valve
width < 3 um, and P. complex seriata, valve width > 3 um, e.g.,
Downes-Tettmar et al., 2013; Fehling et al., 2006). To our knowledge,

64



Chapitre I1. Diversité de Pseudo-nitzschia dans le sud de la mer du Nord

this study is the first so far that allows a clear SEM identification of
Pseudo-nitzschia species based on morphological criteria in the Southern
Bight of the North Sea. However, and although SEM permits a robust
and unambiguous identification of Pseudo-nitzschia species, cryptic
species can also be present, and are not discernible by SEM analyses
suggesting the need for further investigations with genetic tools
(Quijano-Scheggia et al., 2010).

The three Pseudo-nitzschia species identified in this study (P.
delicatissima, P. pungens, and P. fraudulenta) are considered to be
cosmopolites (see Table 2; Hasle, 2002; Lelong et al., 2012 for reviews).
They are also known to have different but variable hydrological
preferences depending on their inhabiting ecosystem, but also on their
strains. For instance, P. delicatissima is a small and lightly silicified
diatom which can divide at low light intensity and at early spring water
temperature (~12 °C; Table 2; Fehling et al., 2006), whereas P. pungens
and P. fraudulenta are commonly reported to develop in summer when
days are longer and temperatures higher (12-26 °C; Table 2), though P.
pungens seems to have a wider environmental tolerance range than P.
fraudulenta (Klein et al., 2010). In this study, the P. delicatissima bloom
lasted about one month (7.5x10° cells L™ reached on May 16) and was
immediately followed by P. pungens and P. fraudulenta, which is
congruent with Downes-Tettmar et al. (2013) and Klein et al. (2010)
observations in the English Channel and with Fehling et al. (2006) in the
Western Scottish waters. From a literature review (Table 2), no clear
pattern of nutrient requirements could be highlighted with regard to
Pseudo-nitschia nutrient preferendum. However, in our case, the three
species occurred under DIN limitations which also coincided with a clear
shift in phytoplankton community composition.

The early spring diatom community, dominating during P1, largely
exploited winter nutrient resources. This was illustrated by nutrient
decreases at the beginning of the survey (Figure 3) and also by the
dominance of highly silicified diatom species (e.g., Thalassiosira sp.,
Asterionellopsis sp. and Skeletonema sp.). This nutrient limitation from
winter to spring is a general pattern observed in the English Channel and
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the North Sea and generally shifts phytoplankton community towards the
dominance of P. globosa (P2, Gentilhomme and Lizon, 1998; Lefebvre et
al.,, 2011; Schapira et al., 2008). P. globosa is in fact reported to
outcompete other phytoplankton taxa under DIN limiting conditions
(Breton et al., 2000; Riegman et al., 1992). As suggested by several
studies, Pseudo-nitzschia sp. are generally associated to P. globosa
(Grattepanche et al., 2011a; Hernandez-Farifias et al., 2014; Sazhin et al.,
2007; Schapira et al., 2008), rarely dominating the diatom community
(Breton et al., 2011; Grattepanche et al., 2011a), but often as an
accompanying species (Grattepanche et al., 2011b; Schapira et al., 2008;
Seuront et al., 2006). This can be explained by the life cycle of P.
globosa (see Rousseau et al., 2007 for a review). In fact, the transition
from free-living cell to colonial stage requires solid substrates, a function
that can be fulfilled by small diatoms (e.g., Chaetoceros sp. or Pseudo-
nitzschia sp.), and which is consistent with the dominance of P.
delicatissima within the diatom community during P2. The wane of the
P. globosa bloom (P3) was therefore likely induced by this strong DIN
limitation (Figure 7) and phytoplankton community shifted towards large
fine-walled diatoms (e.g., Rhizosolenia sp., Guinardia sp.) along with the
peak of P. complex seriata. Summer phytoplankton community being
outnumbered by Cryptophytes is in accordance with Brunet et al. (1996),
Napoléon et al. (2014), and Schapira et al. (2008). The relative stability
of seawater (lower turbulence levels, see Seuront, 2005) and increasing
N:P ratios up to 8.8 during P3 likely provided ideal conditions for
Cryptophytes growth and was also demonstrated in the EEC-SNS
ecosystem (Andersen and Nival, 1989; Brunet et al., 1996; Harris, 1986).
In autumn (P4), water column mixing (Otto et al., 1990), and temperature
decrease associated to strong winds generally drive phytoplankton stock
to low levels, and allows tychoplanktonic species such as Delphineis sp.
to be re-suspended in the water column (Gémez and Souissi, 2008).

Compared to other studies, phytoplankton spring bloom amplitude and
duration appeared to be low and short in 2012, particularly with regard to
P. globosa. In fact, maximum chlorophyll a values of this study (9.5 ug
L") remained below previous studies (~ 20 pg L™ in Breton et al., 2000
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and Kesaulya et al., 2008; ~ 50 pg L™ in Lefebvre et al., 2011 and
Seuront et al., 2006), but compared well with those reported by Schapira
et al. (2008 ; 8.0 pg L™) and Napoléon et al. (2012 ; 7.2 pug L™). Short
term small P. globosa blooms are not rare (Lamy et al., 2006) and spring
blooms of diatoms and P. globosa can exhibit considerable inter-annual
variability (Lefebvre et al., 2011; Widdicombe et al., 2010).

Total DA concentrations measured during this study (229 pg mL™) were
far higher than values published in the EEC-NS ecosystem (up to 7 pg
mL™; Downes-Tettmar et al., 2013; Klein et al., 2010) but remained
lower than in other ecosystems such as the Monterey Bay (10x10° ng L™,
Walz et al., 1994), the Gulf of Mexico (3.3x10° pg mL™, Liefer et al.,
2013) or the Luanda Bay, Angola (1.4x10° pg mL™, Blanco et al., 2010).
During P2 and P3, DA production coincided with the co-occurrence of
two or three Pseudo-nitzschia species (i.e., P. delicatissima and P.
pungens during P2 and P. delicatissima, P. pungens and P. fraudulenta
during P3). Since these three species have been proven at least once to
produce DA (Lelong et al., 2012a), the formal identification of the
species responsible for the observed DA concentration cannot be
addressed with certainty. Nevertheless, P. pungens is certainly toxic as it
was the only Pseudo-nitzschia sp. present concomitantly to high DA
concentrations in autumn. This is consistent with Downes-Tettmar et al.
(2013) demonstrating P. pungens toxicity off Plymouth in the Western
English Channel. Hence, high DA concentrations can co-occur with low
P. pungens stocks.
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Table 11.2. Environmental features of Pseudo-nitzschia sp. identified during the 2012 survey and literature values.

Species Location Temperature Salinity DIN PO4 Si Abundance DA Reference
°C umol L™ umol L™ umol L™ cells L™
P. delicatissima Southern Adriatic Sea 8.79-29.91, R<0 R>0 no significant pattern nd nd Caroppo et al., 2005
western Scottland ~8°C nd ~3uM ~0.3uM ~2.5uM 1.6x10° nd Fehling et al., 2006
Louisiana nd nd no significant pattern 1x10° 5.5pg cell’* Parsons et al., 2013
NE Spanish Coast R>0 36.8+1.1, R<0 R>0 nd nd 17.645.2x10° nd Quijano-Scheggia et al., 2008
Bay of Fundy nd nd R>0 no significant correlation nd nd Kaczmarska et al., 2007
Gulf of maine nd nd Nd nd nd nd 111-390 pg mL"  Fernandes et al., 2014
Zelcl‘c’g:f: lsel”; . Western English Channel déc-15 34.9£0.4, R>0 Nd R<0 nd 2,5%10° 0.2-0.4pgmL"  Downes-Tettmar et al., 2013
;‘;‘:::Z’:amght UL 9-12 34.240.2 d:Cf::s; g 039:0.04  16:08 33x10%7.5x10°  92-229pgmL*  This study
P. pungens Louisiana nd nd R<0 R>0 no corr 50000 nd Parsons et al., 2013
NE Spanish Coast nd nd no pattern nd nd nd nd Quijano-Scheggia et al., 2008
Gulf of Maine nd nd Nd nd nd nd 40-1100 pg mL"  Fernandes et al., 2014
Bay of Fundy nd nd R<0 R>0 nd nd nd Kaczmarska et al., 2007
Western English Channel 12-16 34.9+0.4 R<0 R<0 R<0 25000 0.2-0.4 pgmL"  Downes-Tettmar et al., 2013
P. fraudulenta California 18.5-26.5 nd 0-3 nd 2.9-35.5 5-13 10° detected Garate-Lizarraga et al., 2007
”:lﬁc)er;:l::/aer?;(;;nn Sea nd R>0 R<0 nd nd nd nd Quijano-Scheggia et al., 2008
P. complex seriata Western Scottland 12-13 nd ~0.3 ~0.25 ~3 110000 nd Fehling et al., 2006
'F:Tc;r”adu'zlgl ,5 pangens: ;‘;‘:::Z’:amght of the 15.4%0.3 34.50£0.03 d;:::;; g 056017 inzcii:s.i:g 9.2x10%-2.8x10°  82-108pgmL®  This study

Min-max, mean = standard deviation, R<0 and R>0: negative and positive correlation with diatom abundance, respectively., nd = no data
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With regard to P. delicatissima, isolated cells from the French coasts of
the North Sea maintained in batch cultures did not produce DA
(Delegrange et al., 2015). Additionally, this species is generally
considered to be non-toxic and used as a control in most toxicity
experiments (Lelong et al., 2014, 2012b). Spring DA concentration may
therefore originate from either P. pungens or P. fraudulenta. For the
latter, although potential toxicity was suspected (Downes-Tettmar et al.,
2013), additional mono-specific batch cultures and tests are necessary.

A non-negligible number of ASP monitoring programs define their risk
and alert thresholds on Pseudo-nitzschia sp. abundances (e.g., Lefebvre
et al., 2014; Swan and Davidson, 2012). Seawater and shellfish sampling
frequency and analyses are therefore generally increased during targeted
periods in areas at risk. Domoic acid is generally measured in shellfish
when Pseudo-nitzschia sp. complexes reach an abundance threshold
defined by European Union protocols and directives ((EC) No 853/2004,
2004; (EC) No 854/2004, 2004). In this study, high DA concentrations
were recorded for Pseudo-nitzschia sp. below the threshold alert of P.
complex delicatissima abundance < 3x10° cells L™ and P. complex
seriata < 1x10°cells L™. Since the DA production does not only depend
on Pseudo-nitzschia sp. abundance, it appears necessary to routinely
measure DA concentration both in shellfish and in seawater for a
thorough monitoring of ASP risks in coastal ecosystems as already done
in sensitive areas (e.g., USA, Canada, Demark; Anderson et al., 2001;
Jorgensen et al., 2009; van Apeldoorn et al., 1999). It will also allow to
determine whether high DA concentrations in seawater are systematically
associated to DA content in shellfish higher than the sanitary threshold
(20 pg gl). This study is also a supplementary contribution to early
warning systems for preventing ASP events, allowing the identification
of risky periods and sites with regard to toxic HAB species such as
Pseudo-nitzschia. It highlights the need to develop efficient tools for
rapid enumeration of Pseudo-nitzschia sp. (e.g., flow cytometry and
Flowcam; Buskey and Hyatt, 2006; SEM screening of samples) in
sensitive areas such as the Southern Bight of the North Sea, and to
systematically identify the Pseudo-nitzschia sp. to the species level by
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electron microscopy samples screenings (e.g. SEM) or molecular tools
(e.g., Quijano-Scheggia et al., 2010).
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11.6. Conclusion

Le suivi saisonnier effectué dans les eaux cotieres de la baie sud de la
mer du Nord a permis d’identifier les communautés phytoplanctoniques
présentes dans les eaux d’alimentation de la ferme piscicole, mais aussi
de confirmer la présence et la succession d’especes phytoplanctoniques
potentiellement déelétéres pour les poissons. Ainsi, notre étude a mis en
évidence une faible diversité du genre Pseudo-nitzschia puisque trois
espéces ont été identifiées au microscope électronique a balayage :

- P. delicatissima considérée comme non toxique en Atlantique
Nord Est (Lelong et al., 2014) méme si certaines études ont
montré qu’elle était capable de produire de faibles quantités
d’acide domoique dans d’autres régions du monde (Trainer et al.,
2012 ; Rhodes et al., 2013 ; Fernandes et al., 2014).

- P. pungens probablement toxique dans la baie sud de la mer du
Nord comme dans la plupart des autres zones géographiques
(Casteleyn et al., 2008 ; Trainer et al., 2012 ; Rhodes et al., 2013 ;
Fernandes et al., 2014), puisque de fortes concentrations d’acide
domoique ont été mesurées dans le milieu lorsque P. pungens
était la seule espece de Pseudo-nitzschia présente (i.e. en
automne).

- P. fraudulenta dont la toxicité n’a pu étre montrée de maniére
certaine lors de cette étude car cette espece a systematiquement
été associée a P. pungens et P. delicatissima, mais démontrée par
ailleurs (Trainer et al., 2012 ; Rhodes et al., 2013 ; Fernandes et
al., 2014)

Concernant la dynamique saisonniére, si P. delicatissima semble étre une
espece plus précoce dominant la communauté printaniére de diatomées
lors de I’efflorescence de Phaeocystis globosa, les deux autres (P.
pungens, P. fraudulenta) montrent une préférence pour des conditions
estivales et automnales correspondant a une limitation par les éléments
nutritifs azotés.
En plus des Pseudo-nitzschia sp. productrices d’acide domoique, d’autres
especes potentiellement délétéres pour les poissons ont pu étre identifiées
lors de ce suivi saisonnier :
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P. globosa qui est connue, sous sa forme coloniale, pour augmenter la
viscosité de I’eau de mer (Seuront et al., 2006) pouvant conduire a
I’inhibition des processus a petite échelle tels que I’activité natatoire des
larves de poissons (Fuiman et Batty, 1997 ; von Herbing et Keating,
2003) ou les fonctions branchiales de respiration et d’excrétion
(Jenkinson, 1989 ; Couturier et al., 2007). Enfin, en replacant I’année
2012 dans un contexte pluriannuel, I’efflorescence de P. globosa
observée était de moindre ampleur que la plupart des années précédentes
(Widdicombe et al.,, 2010). Néanmoins, les abondances mesurées
correspondaient a celles reportées par certaines études (Cadée et
Hegeman, 2002 ; GOmez et Souissi, 2008 ; Lamy et al., 2006) et la
possibilité que des efflorescences de plus grande ampleur aient lieu ne
peut étre écartée.

Une efflorescence de noctiluques (Noctiluca scintillans) a été observée
lors de ce suivi (données non présentées) en association avec une
acidification du milieu (chute du pH de 8,5 a 7,5) en une semaine aux
alentours du 15 juin 2012. Il est connu que, lorsqu’elles atteignent des
abondances élevées, les noctiluques peuvent étre responsables de
I’anoxie, de I’acidification du milieu et de fortes concentrations en
ammonium conduisant parfois & des mortalités massives de poissons
comme cela a été le cas dans le Golfe d’Oman ou dans la Mer du Japon
par exemple (Montani et al., 1998 ; Mohamed et Mesaad, 2007).

Des espéces ayant un frustule en forme d’aiguilles ou comportant des
spicules piquantes pouvant altérer mécaniquement les tissus des poissons,
notamment les branchies et I’appareil digestif (e.g. Chaetoceros sp.,
Pseudo-nitzschia sp., Thalassiosira sp.). Parmi ces derniéeres, certaines
présentent en plus un potentiel toxique qui mériterait d’étre étudié de
maniere plus fine au cours d’expériences spécifiques.
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I11.1. Préambule

Lors du suivi saisonnier réalisé en 2012, plusieurs especes
potentiellement deléteres (i.e. toxicité, modification du milieu, effet
mécanique) pour les bars élevés a Aquanord ont été identifiées. Par
ailleurs, la coincidence entre I’augmentation des mortalités des poissons
et I’abondance de Phaeocystis globosa et Pseudo-nitzschia sp. montrée
lors de I’étude préliminaire (cf. 8§ 1.3 et figure.l.5) confirme que la
présence de ces deux especes est récurrente dans I’eau d’alimentation des
bassins piscicoles comme de nombreuses études I’ont montré en Manche
orientale et en mer du Nord (e.g. Seuront et al., 2006 ; Schapira et al.,
2008 ; Lefebvre et al., 2011; Hernandez-Farifias et al., 2014). Ces
especes meéritent une attention particuliere au regard des interactions
phytoplancton/poissons :

- P. globosa qui domine la communauté phytoplanctonique lors de

I’efflorescence printaniére et qui est responsable de fortes
accumulations de matiere organique (Rogers et Lockwood, 1990), de
I’augmentation de la viscosité de I’eau de mer (Seuront et al., 2006)
mais aussi du colmatage direct des branchies en relation avec la forte
biomasse atteinte et la formation de colonies mucilagineuses
(Zingone et Oksfeldt Enevoldsen, 2000).

- Pseudo-nitzschia delicatissima qui domine la communauté de
diatomées a la fin de I’efflorescence de P. globosa. Cette espece peut
étre responsable de deux types d’effets sur les poissons : la toxicité
liée a I’acide domoique et les dommages mécaniques aux muqueuses

par sa forme d’aiguille.

Dans le cas de cette étude portant sur I’'impact des efflorescences
phytoplanctoniques sur les bars, il semble nécessaire d’appréhender
I’effet nocif potentiel de P. globosa et P. delicatissima lors d’expériences
d’expositions monospécifiques en conditions contrélées.
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Ce genre d’étude a déja été effectué pour P. globosa et n’a montré aucun
effet délétere de cette micro-algue sur les juvéniles de bar tant par ajout
de culture sénescente que de « mousse de Phaeocystis » prélevée dans le
milieu naturel (Amara et al., 2013). En fait, cette étude s’est
principalement intéressée a I’effet des particules exopolymériques
transparentes (i.e. exsudats libérés lors de la dissolution des colonies de
P. globosa) sur les poissons. Ces exopolymeéres sont en fait responsables
d’une forte concentration en matiére organique particulaire car ils
favorisent la floculation* mais aussi de modifications de la viscosité du
milieu (Jenkinson et Biddanda, 1995; Passow, 2002). Cependant, aucune
étude n’existe concentrant I’effet de P. delicatissima sur les bars.

Ce second chapitre présente donc les résultats d’une expérience
d’exposition de juvéniles de bar a de fortes abondances de P.
delicatissima, réalisée en conditions controlées au laboratoire pendant 45
jours. Deux types d’effets déléteres ont été étudiés :

- L’effet mécanique sur les branchies et le tube digestif lié a la forme

d’aiguille des frustules de P. delicatissima et a sa forte abondance,

- Les effets sub-létaux observables comme la réduction de la
croissance ou de la condition des poissons pouvant étre liés, soit a
I’effet toxique potentiel, soit a I’effet mecanique, soit a la

combinaison de ces deux effets.

 Floculation. Procédé d’agglomération des particules suivie de leur sédimentation.
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Testing the wvulnerability of juvenile sea bass
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Bloom (HAB) species Pseudo-nitzschia delicatissima
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Abstract
A 45-day exposure experiment was carried out to assess whether the
harmful algal blooming P. delicatissima (i.e. needle shaped diatom and
potential domoic acid producer) is involved in reccurrent mass mortality
events at a coastal fish farm in the southern North Sea. Juvenile sea bass
(Dicentrarchus labrax) were exposed to different concentrations of P.
delicatissima, ranging from 1x10° to 5x10° cells L™. Despite exposure to
high concentrations of P. delicatissima, sea bass weight and length based
growth rates (0.05 + 0.02 g d™ and 0.18 + 0.05 mm d*, respectively) and
condition (Fulton K = 0.98 + 0.06 mg mm™) were not significantly
reduced suggesting that fish were not affected during the 45-day
exposure period. However, signs of gill mucosa irritation (i.e. mucus
overproduction) were observed, showing that this diatom induced a
mechanical stress, which can affect gill functions or increase
susceptiblility of fish to secondary infections (e.g. bacterial and viral
infections, parasitism). Results are discussed with regard to consequences
for wild and farmed fish, and possible synergic noxious effects when P.
delicatissima is associated to other potentially harmful taxa during the
phytoplankton spring bloom in the eastern English Channel-North Sea
ecosystem.
Keywords: Growth, Condition, Dicentrarchus labrax, Pseudo-nitzschia
delicatissima, exposure experiment, Harmful Algal Bloom.
Highlights:

e 45-day exposure experiment in controlled conditions

e Juvenile sea bass exposed to increasing densities of Pseudo-

nitzschia delicatissima
e P. delicatissima induced a stress response (gill irritation)
e P. delicatissima did not impact fish condition and growth
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I111.2. Introduction
For several decades now, harmful algal blooms (HAB) have been

increasingly reported as responsible for marine life (e.g. shellfish, fish,
sea birds, mammals) diseases and deaths (Anderson et al., 2012). HABs
can impact on wild and reared animals through four main deleterious
mechanisms: (i) oxygen depletion resulting from high biomass
production, particularly in sheltered bays or fjords with low water
exchanges; (ii) toxins, which can be transferred to humans causing
Paralytic Shellfish Poisoning (PSP), Diarrheic Shellfish Poisoning (DSP),
or Amnesic Shellfish Poisoning (ASP); (iii) physical damages to skin and
mucous membranes, such as gill irritation or clogging due to sharp or
needle-shaped diatoms; and (iv) gas-bubble traumas caused by oxygen
supersaturation resulting from photosynthetic activity (Black et al., 1991;
Hallegraeff, 2003; Rodger et al., 2011; Yang and Albright, 1992).

Up to 40% of 200 known HAB species have been identified as being
toxic (Hallegraeff, 2003; Rodger et al., 2011). Amongst these, Pseudo-
nitzschia is a diatom genus responsible for ASP due to domoic acid (DA)
production. The first recorded ASP event occurred in 1987 on Prince
Edward Island (Canada), where 104 people became nauseous after
consuming blue mussels (Mytilus edulis), which had fed on a DA-
producing Pseudo-nitzschia bloom (Perl et al., 1990; Quilliam and
Wright, 1989). DA can also be transferred from phytoplankton to higher
levels directly through consumption by planktivorous fish such as
anchovies (Engraulis mordax) and sardines (Sardina pilchardus), or
indirectly by zooplankton (Liefer et al., 2013; Mos, 2001). In 1991, this
trophic transfer to the highest levels resulted in the substantial stranding
and deaths of piscivorous seabirds and marine mammals along the
California coastline (Fritz et al., 1992; Work et al., 1993). Due to its
needle shape, and because blooms can reach high abundance up to 2-
13x10° cells L™ (Anderson et al., 2006; Nezan et al., 2010; Scholin et al.,
2000), Pseudo-nitzschia sp. can also alter marine fauna by mechanical
damage. In fact, blooms of sharp or needle-shaped diatoms (e.g.
Rhizosolenia sp., Chaetoceros sp., Cylindrotheca closterium, Nitzschia
longissima) have been responsible for massive mortalities of reared
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salmonid fish by gill tissue alterations, mucus overproduction, and
outbreaks of gas exchanges due to gill clogging (Albright et al., 1993,
Bruno et al., 1989; Kent et al., 1995; Treasurer et al., 2003). Although
DA vectorization along marine food webs is well known (Liefer et al.,
2013; Mos, 2001), and studies about the impact of HAB on farmed fish
have generally focused on phytoplankton blooms (i.e. species
assemblages), targeted studies estimating single species noxious effects
(e.g. toxicity and mechanical damage) on piscivorous fish are rare and
have generally focused on the sharp Chaetoceros genus and/or toxic
dinoflagellates(G.R. Bell, 1961; Burridge et al., 2010; Forbes, 1991) (G.
R. Bell, 1961; Burridge et al., 2010; Forbes, 1991).

In the eastern English Channel-North Sea (EEC-NS) ecosystem, Pseudo-
nitzschia sp. is identified as the dominant diatom of the phytoplankton
spring bloom (Breton et al., 2011; Hasle, 2002; Klein et al., 2010;
Rousseau et al., 2002; Schapira et al., 2008; Seuront et al., 2006).
Frequent high abundances along the northern coasts of France (from
Normandie to Pas-de-Calais) have led to spring alerts for commercial
shellfish contamination by DA (especially king scallops — Pecten
maximus, Lefebvre et al., 2014a) and hence, consumption. Blooming of
such HAB species in coastal waters of the EEC-NS ecosystem is of
particular concern given these areas are important nursery grounds for
commercial fish species including sea bass (Dicentrarchus labrax;
Amara, 2004, 2003; Selleslagh, 2008), but also concentrates several
aquaculture facilities (shellfish and fish farms). In fact, in one of these
fish farms (Aquanord S.A., Gravelines, France) where sea bass rearing
tanks are fuelled with natural coastal North Sea water, mass mortalities
(reaching up to 20% annually) yearly coincide with the phytoplankton
spring bloom (Aquanord S.A., pers. comm.). Preliminary analyses of
dead fish revealed the presence of the harmful species Pseudo-nitzschia
delicatissima in rearing seawater and fish gills. This species presents
morphological (needle shape) and toxic features compatible with noxious
effects on farmed fish. Therefore, the hypothesis of this study was that P.
delicatissima have the potential to affect negatively fish when exposed to
the spring bloom. This was tested by carrying out a laboratory exposure
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experiment over 45 days. Juvenile sea bass were exposed to three distinct
concentrations of P. delicatissima. The experiment targeted the pre-
growing fish stage (i.e. fish weight about 5 g) presenting the highest
mortality during the phytoplankton spring bloom. Juvenile sea bass
vulnerability to phytoplankton was assessed by analysing their mortality
and physiological performances.

111.3. Material and methods

I11.3.1. Experimental settings

In order to assess whether P. delicatissima have an impact on the
physiological performance of sea bass, a 45-day exposure experiment
was carried out in controlled conditions.

Juvenile sea bass (160 individuals) were supplied by the Gravelines
Marine Hatchery (Ecloserie Marine de Gravelines, France). For 14 days,
the fish were placed in two 160 L tanks (80 individuals in each) filled
with filtered seawater (1.2 pum Whatman GF/C; Table I11.1), and
acclimatized at 15°C in a thermoregulated room under a 12h:12h
light:dark cycle.

The experimental setup consisted of 10 aquaria of 37 L (50x30x25 cm)
filled with filtered seawater (1.2 um, Whatman GF/C) and gently aerated
by a compressed air network. On the first day of the experiment (o), the
acclimated fish (5.95 + 0.97 g, 85.73 + 4.77 mm) were anesthetized with
320 pL L™ 2-phenoxyethanol (Marsi¢-Lugié¢ et al., 2005). They were
weighed (total weight, W, £ 0.01 g), measured (total length, L, + 0.1 mm)
and individually tagged (Visual Implant Tag, 1.2 mm x 2.7 mm,
Northwest Marine Technology) to follow individual growth and
physiological performances over time. After their total recovery (within 5
min), the fish were randomly distributed into the experimental tanks (15
fish per tank i.e. 255 g L™). Five experimental conditions were
considered in duplicate: a control (C1) containing fish in filtered
seawater and three exposure conditions (tanks D1, D2, and D3), with
1x10° (D1), 2x10° (D2), and 5x10° (D3) P. delicatissima cells L™. D1
corresponded to P. delicatissima highest abundance detected in the
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eastern English Channel and the southern North Sea (Antajan et al.,
2013; Breton et al., 2011), whereas tanks D2 and D3 aimed to exacerbate
the potential impacts induced by P. delicatissima exposure. Maintaining
constant phytoplankton abundance in tanks D1 to D3 required scheduled
addition of P. delicatissima cultures, i.e. /2 medium (Guillard, 1975) and
associated P. delicatissima cells and nutrients. The impact of f/2 medium
addition on fish was separately tested by setting up an additional control
(C2). At the beginning of the experiment, 750 mL of f/2 medium was
added to the C2 tanks corresponding to the P. delicatissima culture
volume added to D3 at the same time. During the course of the
experiment, 30% of this initial volume was added every three days in
order to overcome daily water renewal. Each day, tanks were gently
bottom siphoned with a tube to eliminate faeces. Care was taken not to
stress the fish, and seawater was renewed (10% of total tank volume)
with 1.2 pum-filtered seawater stored and aerated in the thermo-regulated
room.

I11.3.2. Pseudo-nitzschia delicatissima culture

P. delicatissima strain (cell length ~ 45 pm) was isolated from the
seawater fuelling the sea bass fish farm (Aquanord S.A., Southern North
Sea, France), and identified using SEM (Scanning Electron Microscopy,
LEO 438 VP) following the criteria defined by Lundholm et al. (2006b).
P. delicatissima cells were maintained in monospecific non-axenic
conditions in f/2 medium (Guillard, 1975) at 12.0 + 0.5 °C with a
12h:12h light:dark cycle (130 pmol photons m™? s, Lumilux Vario FM
1W/730 blanc BE, Osram) and gently manually-agitated once a day.

Before the experiment, the P. delicatissima culture was acclimatized at
15 £ 1 °C for 2 weeks under the same light conditions. In order to
maintain constant abundance of P. delicatissima in experimental tanks
(D1, D2, and D3), in vivo fluorescence of chlorophyll-a was used as a
proxy of P. delicatissima abundance. Hence, a preliminary batch culture
experiment (21 days, 15 + 1 °C, 12h:12h light:dark cycle, 130 pmol
photons m? s™) was carried out to define P. delicatissima growth over
time, and to relate its abundance to in vivo fluorescence. For this batch
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culture experiment, initial P. delicatissima density was set to 50 + 5 cells
mL™. Every day, in vivo chlorophyll-a fluorescence was measured using
a Trilogy fluorometer (Turner Designs) and 6 mL of culture were
sampled, fixed with lugol:glutaraldehyde (2% final concentration, Verity
et al., 2007) and stored in the dark in a cold room (4°C) for P.
delicatissima microscopic cells enumeration (Utermohl method, %200,
x400). Over its growth cycle, P. delicatissima abundance was
significantly related to in vivo fluorescence following the equation (Eqg.
1): A=27041.7 x F (Eq. 1, n = 34, R2 = 0.99, p < 0.01), where A is P.
delicatissima abundance (cells mL™), and F is the corresponding in vivo
fluorescence (RFU). To assess whether the considered P. delicatissima
strain produced domoic acid (particulate and dissolved), 5 mL of culture
were daily sampled and frozen (-20 °C) until analysis with ASP ELISA
kits (Biosense Laboratories, Bergen, Norway).

II1.3.3. Seawater sampling

Every day before water renewal, temperature (°C), salinity, pH and
dissolved oxygen concentration (mg L™) were measured in each
experimental tank with multiparameter probes (Hanna, HI 9828, ECDO
WP3000 Eutech instruments and CRISON, Codigo 5010T). At least 30
min. after water renewal, the fish were fed with a commercial feed (1%
of fresh weight, Skretting). P. delicatissima abundance in tanks D1 to D3
was daily adjusted using in vivo fluorescence (see Eqg.1) and controlled
every other day by microscopic enumeration. Daily microscopic
observation of fresh seawater allowed to assess the development of the
microbial loop components (e.g. ciliates, flagellates and bacteria),
particularly in tanks D1 to D3 since microorganisms such as bacteria can
modify domoic acid production of some Pseudo-nitzschia strains (Bates
et al., 1995; Kobayashi et al., 2009; Lelong et al., 2014, 2012a). Finally,
10 mL seawater samples were collected from each tank every five days
for nutrient (NO,’, NO3', HPO,*, and Si(OH)4) concentrations, and stored
at -20 °C before analysis (auto-analyser; Alliance Integral Futura) using
standard protocols (Bendschneider and Robinson, 1952; Mullin and
Riley, 1955; Murphy and Riley, 1962).
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I11.3.4. Fish sampling and analyses

Five fish were sampled from each experimental tank after 15, 30, and 45
days of exposure to P. delicatissima (tis, t3p and t4s). Each fish was
euthanized with a 2-phenoxyethanol overdose (640 pL L™, Margié¢-Lu¢i¢
et al., 2005) , identified, weighed, and measured.

Gills and gut analyses.

Immediately after death, gill arches were dissected. One arch was
prepared for in vivo microscopic observation (general state and filament
smears, x200, x400). Mucus overproduction was quantitatively assessed
by measuring its thickness from the external limit of the epithelium to the
external extent of the mucous layer using a calibrated ocular micrometer.
Two other gill arches were stored in 70% ethanol, and dehydrated in four
successive ethanol baths (1h 80%, 1h 90% and twice 1h 100%).
Dehydrated arches were then placed in two successive
hexamethyldisilazane (HMDS) baths (1h each) before being dried under
a laminar flow to allow for good conservation of gill shape and structure
(Laforsch and Tollrian, 2000). Given the small size of P. delicatissima
individual cells (= 45 um), dried gill arches were observed using SEM in
order to detect embedded diatoms in gills and their potential alteration at
a small scale. Presence of free diatoms in gill cavity, or those which may
have detached from gills during SEM preparation, was assessed by
filtering (3 um polycarbonate filters) dehydration ethanol baths.
Digestive tracts were removed immediately after fish death and stored in
70% ethanol. They were then dissected under a stereomicroscope. Gut
content was re-suspended in deionized water to allow for the elimination
of salt crystals (Guiselin et al., 2009) and filtered on 3 um polycarbonate
filters. Filters (i.e. ethanol gill baths and gut contents) were then dried
under a laminar flow and SEM samples (i.e. including dried gill arches)
mounted on aluminium stubs with double sticky carbon tabs (Agar
scientifics), metalized under argon flow with Au/Pd during 90s (Polaron
SC 7620), and SEM observed.
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Fish condition and physiological performances.

Individual weight and length based growth rates (GW, g d™* and GL, mm
d™?) were calculated following the equation GX = (X, — X,)/(t — to),
where Xo is individual weight (W) or length (Lo) at to, and X; is individual
fish weight (W,) or length (L) at time t. The Fulton K index (mg mm™) is
a general wellbeing indicator assuming that for a given length, a heavier
fish has a better condition (Froese, 2006; Schreck and Moyle, 1990). It
was calculated using the equation K = 100 x (W /L3), where W is the
individual body weight (mg) and L is the individual total length (mm)
(Nash et al., 2006; Ricker, 1975). At the end of the experiment (i), the
fish were stored at -80 °C for RNA:DNA ratio analyses following
Caldarone et al. (2001). RNA:DNA ratio was measured in the dorsal
white muscle as an indicator of its nutritional status and growth proxy
(Buckley, 1984; Chicharo and Chicharo, 2008) - fish in good condition
tend to have higher RNA/DNA ratios than those in poor condition.

II1.3.5. Statistical analyses

Results did not match the parametric assumption of normality (Shapiro-
Wilk test, p > 0.05) and homoscedasticity (Levene’s F test, p > 0.05).
Wilcoxon-Mann-Whitney (WMW), and Kruskal Wallis (KW) non-
parametric comparison tests were thus used to compare fish weight,
length, and physiological performances between experimental conditions
(C1, C2, D1, D2, and D3) at each sampling time (to, tis, t3o, and tss).
When needed, the KW test was followed by a pairwise Wilcoxon test
(pW). Statistics were performed using R software packages (R Core
Team, 2012).

111.4. Results

I11.4.1. Experimental conditions

Hydrological conditions remained stable in all experimental tanks (Table
I11.1). The P. delicatissima strain used during the experiment did not
produce domoic acid, and P. delicatissima abundances were maintained
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at 0.7 £0.9, 1.8 + 1.4, and 7.1 + 5.6 x10%cells L™ in tanks D1, D2, and
D3, respectively (Table 111.1).

I11.4.2. Fish physiological performances

Fish initial length and weight were not significantly different between
tanks (KW, p > 0.05), except for one duplicate from condition D3 (D3b
hereafter) where fish were lighter (pW, p < 0.05) and smaller (pW, p <
0.05) than those in all other tanks. Results from other duplicated
conditions were pooled given that for each parameter no significant
differences were detected (pW, p > 0.05) at each sampling time.

No fish mortality was observed either during the 14-day acclimation or
during the 45-day exposure experiment. At each sampling time (ts, tso,
and ty45) no significant differences in fish weight and length, condition
(Figure 111.1), or weight and length based growth rates (KW, p > 0.05;
Figure 111.2) were observed. Over the experiment, fish growth was
consistent in all experimental tanks. Mean individual weight and length
gains reached 2.3 +£ 0.8 g and 8.3 + 2.4 mm, respectively, between t, and
tss (Figure 111.1A; 111.1B). Mean Fulton K indices were generally close to
1.0 over the experiment, ranging from 0.94 + 0.07 mg mm™ at t, to 0.98
+ 0.06 mg mm™ at t45 (Figure 111.1C). Mean integrated growth rates in
weight and length reached 0.05 + 0.02 g d™* and 0.18 + 0.05 mm d™* at tss,
respectively (Figure 111.2). The RNA:DNA ratio varied from 2.0 to 4.7 at
tys, but without significant differences between experimental conditions
(KW, p > 0.05, Figure 111.3).
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Table 111.1. Experimental conditions (mean * standard deviation, [min-max]) during the acclimation and the 45-day experiment:
temperature (T, °C), salinity (S), dissolved oxygen concentration (O,d, mg L™), pH, nutrient concentrations (NO,, NO;, PO,
Si(OH),, pmol L) and Pseudo-nitzschia delicatissima abundances (A, 10° cells L™Y).

T s 0.d pH NO, NO; PO, Si(OH), A
(°c) (mgL?) (umol L) (umol L) (umol L) (umol L) (10° cells L")
Acclimation 147 + 0.2 329 + 47 82 + 05 75 + 0.1 - - - - -
[145 ; 151] [31.9 ; 33.2] [72 ; 89] [75 ; 7.7] - - - - -
Exposure 143 + 0.2 335 + 0.4 92 + 06 78 + 0.2 45 + 7.2 159 + 86 62 + 3.0 125 + 3.0 -
experiment [13.9 ; 14.9] [32.4 ; 34.2] [60 ; 10.1] [7.2 ; 80] [07 ; 369] [54 ; 375] [0.8 ; 143] [66 ; 19.4] -
T1 143 + 02 335 + 04 92 + 06 7.8 + 0.1 37 + 55 87 + 3.1 55 + 1.7 109 + 3.2 -
[14.0 ; 14.7] [32.6 ; 34.1] [76 ; 10.1] [7.3 ; 8.0] [0.7 ; 16.16] [54 ; 139] [1.7 ; 7.6] [73 ; 16.6] -
T2 143 + 01 335 + 03 91 + 07 7.8 + 0.2 41 + 6.0 131 + 71 60 + 3.4 137 + 28 -
[14.0 ; 147] [326 ; 34.0] [60 ; 10.1] [73 ; 80] [1.1 ; 169] [7.0 ; 25.4] [0.8 ; 10.8] [7.9 ; 17.4]
D1 142 + 0.2 33.6 + 0.4 92 + 06 7.8 + 0.2 23 + 22 138 + 5.3 60 + 3.0 126 + 3.7 07 + 09
[13.9 ; 147] [324 ; 34.2] [63 ; 101] [7.3 ; 80] [1.1 ; 7.1] [79 ; 233] [0.8 ; 10.8] [6.6 ; 19.4] [0.06 ; 4.24]
D2 143 + 0.1 335 + 03 91 + 07 7.8 + 02 33 + 3.0 179 + 7.3 58 + 3.0 126 + 2.7 18 + 1.4
[14.02 ; 14.8] [32.6 ; 33.9] [65 ; 99] [7.2 ; 80] [1.2 ; 9.0] (78 ; 29.1] [0.8 ; 11.0] [8.9 ; 17] 06 ; 6.6]
D3 143 + 0.2 335 + 04 92 + 05 78 + 0.1 9.1 + 131 260 + 83 75 + 42 129 + 25 71 + 5.6

[14.0 ; 14.9] [32.6 ; 34.01] [78 ; 9.9 [73 ; 8.0] [20 ; 36.9] [13.1 ; 375] [29 ; 143] [89 ; 17] [0.2 ; 28.1]
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Figure 111.1. Time series evolution of juvenile sea bass weight (W, g), length (L,
mm), and condition (K, mg mm™) during the 45-day exposure experiment in all
experimental conditions. Crosses stand for means.
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Figure 111.2. Time series evolution of weight (GW, g d™) and length (GL, mm d™)
based growth rates of juvenile sea bass during the 45-day experiment in all
experimental conditions. Crosses stand for means. No significant differences were
detected at each sampling time between experimental conditions (KW, p > 0.05).
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Figure 111.3. RNA:DNA ratio of juvenile sea bass at the end of the 45-day exposure
experiment (t;5). Crosses stand for means.

I11.4.3. Fish gills, gut content, and morphological
observation

No morphological lesion or fish malformation were observed during the
experiment. Gills microscopic observation recurrently revealed mucus
overproduction for fish exposed to P. delicatissima. In fact, a 2 to 5 fold
increase of mucus thickness was observed between fish reared in control
tanks (C1) and those exposed to 5x10° P. delicatissima cells L™ in tanks
D3. SEM observations of gill arches did not reveal the presence of P.
delicatissima in gill epithelium. However, intact or broken P.
delicatissima frustules were found in ethanol desiccation baths revealing
the presence of diatoms in gill cavity of fish exposed to P. delicatissima
(i.e. in D1 to D3 tanks). SEM analysis of gut contents revealed ingestion
of P. delicatissima cells as well as the presence of two other diatoms:
Chaetoceros sp. and Thalassiosira sp.

I11.5. Discussion
I11.5.1. Experimental conditions
The 45-day exposure experiment occurred in controlled conditions
enabling the stability of hydrological parameters (Table I11.1). Thus, if

changes in fish mortality, physiological performances, and morphological
features (e.g. gills, skin) were observed, they could only have been

89



Chapitre I11. Expérience d’expaosition

attributed to Pseudo-nitzschia delicatissima exposure. Dissolved oxygen
concentration, pH, and salinity were in accordance with sea bass optimal
growth conditions (Blancheton, 2000; Papoutsoglou et al., 1998; Person-
Le Ruyet et al., 2004). Temperature was set at 15°C over the experiment
which ensured a high growth rate (0.3 + 0.1 d*) of the P. delicatissima
strain maintained in exponential growth phase (Fehling et al., 2005;
Lundholm et al.,, 2006b). The experimental temperature was also
consistent with the temperature at which Pseudo-nitzschia sp. is abundant
in the EEC-NS ecosystem (Antajan et al., 2013), and does not limit
seabass growth (2 to 32°C, llestad et al., 2011). These results can
therefore be extrapolated with great confidence to in situ conditions.
Nutrient concentrations remained stable over the experiment except at tso
when nitrite and nitrate concentrations increased and peaked in tanks D3
at 36.9 and 37.5 pmol L™, respectively. This increase in nutrient
concentrations is in the same range as in tanks C2 set up for this purpose
(INO,]: 1.1 - 16.9 umol L™ and [NOs]: 7.0 — 25.4 pmol L), and can be
related to the addition of algal culture medium as well as to
remineralisation processes through a microbial loop development (i.e.
bacteria and choanoflagellates) in the experimental tanks. Indeed, over
the course of the experiment, particularly high numbers of
Choanoflagellates (i.e. Stephanoeca sp.) were observed in tanks D1, D2,
and D3 compared to the controls. Despite this apparent modification of
the microbial community associated to P. delicatissima, no DA was
produced either during the batch culture experiment or in the exposure
tanks. Finally, since nitrate and nitrite concentrations remained below the
96 hour LC50 at 17°C for sea bass (i.e. 4419 pmol L?, Saroglia et al.,
2009), impact on fish wellbeing and physiology was unlikely, as
demonstrated by the absence of mortality.

I11.5.2. Pseudo-nitzschia delicatissima effect on fish

The experimental design was set up to obtain a random distribution of
acclimated fish in ten trial tanks. However, a random distribution can
lead to discrepancies between small samples (Springate, 2012). This may
have happened during this experiment, as at t;, D3b fish were

90



Chapitre I11. Expérience d’exposition

significantly smaller and lighter than those in all the other tanks. Given
smaller fish generally have higher growth rates than larger fish reared in
the same conditions, subsequent bias linked to random sampling was
avoided by not pooling values for D3 duplicates. In any case, this
sampling bias only impacted on one tank (D3b), and overall, this
discrepancy did not spread to other sampling times (tis to ty5) Since
significant differences were no longer observed Dbetween the
experimental tanks.

Fish growth rates, both in weight (0.05 + 0.02 g d™*) and in length (0.18 +
0.05 mm d™) at s, were in accordance with previously published values
(i.e. GW: 0.18 t0 0.55 g d”* and GL: 0.22 to 0.56 mm d, Guérin-Ancey,
1973; Hatziathanasiou et al., 2002; Valente et al., 2007; Vinagre et al.,
2009). Fulton K index values at tss (0.98 + 0.06 mg mm™) indicated a
good fish condition (i.e. closed to 1 mg mm™, Froese, 2006) and also
matched literature values (0.88 to 1.17 mg mm™, Kerambrun et al.,
2012a, 2012b; Mourente and Bell, 2006; Vasconcelos et al., 2009).
Finally, the RNA:DNA ratio at t;5 (3.6 = 0.5) indicated that metabolic
activity of juvenile sea bass was consistent with values usually
encountered in situ and in experimental conditions for this developmental
stage (2.7 to 5.1) and highlighted good nutritional status and
instantaneous growth (Alami-Durante et al., 2007; Kerambrun et al.,
2012a, 2012c; Vasconcelos et al., 2009). Therefore, despite exacerbating
fish exposure to P. delicatissima by using abundances 2 to 5 fold higher
than in situ and targetting the most sensitive stage of the fish farm,
condition and growth of exposed fish were not altered during the 45-day
experiment. This led to the rejection of the initial hypothesis.
Nevertheless, Pseudo-nitzschia sp. is a needle-shaped highly-silicified
diatom and several sharp diatoms have been reported worlwide to cause
fish mortalities both in pen reared fish (Albright et al., 1993; Corrales
and Maclean, 1995; Yang and Albright, 1992) and in dedicated exposure
experiments (Burridge et al., 2010; Forbes, 1991; Kent et al., 1995). For
instance, physical damage to fish gills and digestive tracts were observed
associated to Chaetoceros sp., Rhizosolenia imbricata, Cylindrotheca
closterium, and Thalassionema sp. as well as Pseudo-nitzschia sp.
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blooms (Bruno et al., 1989; Farrington, 1988; Kent et al., 1995; Rodger
et al., 2011; Treasurer et al., 2003). These physical alterations can lead to
capillary hemorrhage, dysfunctionning of gas exchanges through the gill
epithelium, secundary infections, and to gills clogging through frustules
embedment and mucus overproduction, causing wellbeing alteration and
death through asphyxiation (Albright et al., 1993; Brusle, 1996;
Hallegraeff, 2003; Kent et al., 1995; Rodger et al., 2011). Thus, total
absence of deleterious effect induced by the exposition to high
abundances of P. delicatissima can not be rejected since mucus
overproduction was observed in fish maintained in tanks D3. In fact,
mucus overproduction is the first defense mechanism against external
attacks such as mechanical damage to mucosa (e.g. gills, Rodger et al.,
2011a; Shen et al., 2011). In addition, the accumulation of mucus on gills
was demonstrated to inhibit gill functions (e.g. gas exchanges) in
rainbow trout exposed to the harmful diatom Chaetoceros concavicornis
(Yang and Albright, 1992). Gills irritation due to P. delicatissima was
obvious given the detection of numbers of frustules in gill cavity. Their
presence was also consistent with their small size and suggests that
abundance is a parameter to account for during the phytoplankton spring
bloom to assess fish vulnerability and stress response.

P. delicatissima frustules were also found in the digestive tracts of fish
from tanks D1 to D3, illustrating ingestion process. During the dissection
of digestive tracts under the microscope, no apparent lesions (e.g.
necrosis or abrasion) were observed in the stomach tissue, indicating that
diatoms did not affect the digestive mucosa. However, it remains difficult
to determine if diatom ingestion was active or passive i.e. given the high
P. delicatissima abundance in experimental tanks, diatoms were ingested
together with the daily food supply. Other diatom genus (Chaetoceros
sp., and Thalassiosira sp.) were found in the digestive tracts of fish in all
experimental tanks. Because these tanks were filled with 1.2 um filtered
seawater, Chaetoceros and Thalassiosira could not have been provided
by their daily refill. The sea bass probably ingested these diatoms during
their larval development in the Gravelines marine hatchery.
Phytoplankton ingestion is actually nutritionally important for larval
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development because it triggers the production of digestive enzymes. In
other words, ingested phytoplankton fosters the early gut flora e.g. for
herring (Clupea harengus) or halibut (Hippoglossus hippoglossus) larvae
(Reitan et al., 1997). In this exposure experiment, benefits due to
microalgae ingestion are difficult to assess because fish exposure to P.
delicatissima did not significantly alter metabolic activity neither
nutritional status as shown from RNA:DNA ratio.

These results suggest that needle shaped diatoms could alter gill integrity,
which in turn could limit gas exchange and lead to anoxia or favor
secondary infections (e.g. bacterial, virus or parasites). This is of
particular concern in the EEC-NS ecosystem since Pseudo-nitzschia sp.
is generally associated with other sharp diatoms (e.g. Chaetoceros sp.,
Rhizosolenia sp., Asterionellopsis glacialis, and Dytilum brightwellii).
Although reaching lower abundance, these diatoms have been
demonstrated to cause mechanical damages to farmed fish and mortalities
in other coastal areas (Bruno et al., 1989; Farrington, 1988; Rodger et al.,
2011; Treasurer et al., 2003). Moreover, during the phytoplankton spring
bloom in the EEC-NS, P. delicatissima is often associated to the
Phaeocystis globosa bloom (prymnesiophyte). The latter is also a
potential HAB forming species reported to cause anoxia, which affect
wild marine fauna such as benthic invertebrates and fish in the same area
(Desroy and Denis, 2004; Rogers and Lockwood, 1990). It induces the
modification of seawater rheological properties (Seuront et al., 2006;
Seuront and Vincent, 2008) known to alter small scale processes such as
gas exchanges through gill epithelium (Jenkinson, 1989). Recently, a
specific exposure experiment did not highlight any direct effect of P.
globosa on juvenile sea bass mortality or wellbeing. On the contrary,
juvenile sea bass exposed to high concentration of colonial P. globosa
seem to have a better condition (Fulton K) than controls (Amara et al.,
2013).

A single effect of potentially harmful species (i.e. P. delicatissima or P.
globosa) is probably not responsible for fish mortalities and wellbeing
alteration in the EEC-NS ecosystem, but combined effects of several
species with individual noxious actions (e.g. sharp diatoms, toxic species,
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and modification of seawater properties) should be investigated.
Quantifying the impact of a whole phytoplankton bloom and its
associated bacterial and heterotrophic communities on sea bass thus
seems to be necessary for the management of phytoplankton blooms in
natural and aquaculture environments. This goes through seawater
quality monitoring and development of mitigation tools in fish farming
areas to prevent a possible impact of highly abundant phytoplankton on
finfish.
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111.6. Conclusion
Pseudo-nitzschia delicatissima ne semble pas avoir d’effet delétére sur la

croissance et la condition des juvéniles de bars, méme a des
concentrations cing fois plus élevées que son pic d’abondance dans le
milieu naturel (i.e. 5x10° cells. L™). Cependant, des effets mécaniques
ont été observés sur les lamelles branchiales des poissons exposés a des
concentrations élevées de P. delicatissima, visibles par une augmentation
de I’épaisseur de mucus a la surface de I’épithélium branchial. En fait, la
production excessive de mucus est la premiére barriére de défense contre
les attaques externes comme les dommages mécaniques aux tissus (Yang
et Albright, 1992 ; Rodger et al., 2011). Cela pourrait conduire a la
limitation de la fonction branchiale (e.g. échanges gazeux et excrétion) et
donc causer, a long terme, des effets sub-létaux tels que la réduction de la
croissance. Néanmoins, puisque aucun effet délétére n’a été observé au
niveau de la condition et les performances physiologiques des poissons,
I’effet isolé de P. delicatissima sur les juvéniles de bar ne peut seul
expliquer les mortalités massives observées dans la ferme aquacole
pendant I’efflorescence phytoplanctonique.

L’absence d’effet mono-spécifique de P. globosa et de P. delicatissima,
deux espéces phytoplanctoniques dominantes pendant I’efflorescence
printaniére sur les juvéniles de bar amene a la question suivante : les
effets délétéres voire létaux observés chaque printemps dans la ferme
piscicole ne peuvent-ils pas étre le résultat d’un effet cumulé voire
synergique des différentes especes composant la communauté
phytoplanctonique ? Neéanmoins, la mise en place d’expériences
d’expositions de poissons a des communautés phytoplanctoniques en
conditions contrdlées nécessite une logistique trés lourde en amont et
pendant I’expérience pour le maintien de communautés stables dans les
aquariums. Une alternative aux expériences en conditions contrblées
serait d’exposer les poissons a des communautés phytoplanctoniques
naturelles similaires a celles rencontrées dans la baie sud de la mer du
Nord.
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1VV.1. Préambule

Les communautés phytoplanctoniques du sud de la mer du Nord
comportent des taxons pouvant avoir des effets delétéres sur les poissons
(Chapitres | et 1l). C’est notamment le cas des diatomées du genre
Chaetoceros, présentes toute I’année, qui sont connues pour causer des
mortalités massives de saumon dans des élevages en mer mais aussi dans
des expériences d’expositions spécifiques au laboratoire (Farrington,
1988 ; Forbes, 1991 ; Yang et Albright, 1992). Si aucun effet délétére de
la Prymnesiophyceae P. globosa n’a pu étre démontré sur les juvéniles de
bar en conditions controlées (Amara et al., 2013), cette espéce est connue
pour étre responsable de mortalités au sein des communautés benthiques
intertidales en Manche Orientale (Spilmont et al., 2009) et une autre
espece du méme genre (P. pouchetii) a causé des mortalités de poissons
dans d’autres zones géographiques (Huang et al., 1999 ; Zingone et
Oksfeldt Enevoldsen, 2000). De plus, I’expérience d’exposition de
juvéniles de bar a P. delicatissima a laissé entrevoir un effet mécanique
de cette espéce sur les branchies (Chapitre I11). Puisque plusieurs espéces
phytoplanctoniques potentiellement délétéres sont présentes dans le
milieu lors de I’efflorescence printaniére en Manche orientale et au sud
de la mer du Nord, un effet cumulé de ces espéces pourrait étre impliqué
dans les mortalités printaniéres inexpliquées par les services vétérinaires
au sein de la ferme aquacole.

Par ailleurs, il est connu que les efflorescences phytoplanctoniques
impactent I’aquaculture dans de nombreux écosystéemes cétiers (e.g.
Chang et al., 1990 ; Kent et al., 1995 ; Burridge et al., 2010) et que trés
peu de solutions ont été développées afin d’atténuer leurs effets déléteres
dans les élevages piscicoles. A ce jour, des outils de mitigation existent.
Citons a titre d’exemples I’aération ou la filtration de I’eau d’élevage, la
dispersion de surfactants tels que I’argile, I’utilisation de pathogenes de
phytoplancton. Toutefois, ces outils ont un effet limité dans les
environnements ouverts en raison du renouvellement régulier des masses
d’eau (Kim, 2006 ; Rodger et al.,, 2011). L’utilisation d’organismes
filtreurs tels que les bivalves ou les copépodes a déja été envisagée dans
des cages en mer en Corée (Fukuyo et al., 2002). Cependant, en raison
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des conditions environnementales (hydrodynamisme principalement), ils
n’ont pas permis une mitigation efficace de I’efflorescence délétére
(Fukuyo et al., 2002). Pourtant, le fort potentiel de filtration des
organismes suspensivores est déja utilisé en aquaculture intégrée afin de
diminuer la teneur en matiére organique en suspension dans les effluents
d’élevages de poissons (Blancheton et al., 2009). Connaissant les
avantages que présentait I’utilisation de tels organismes, il semblait donc
judicieux de tester leur efficacité dans un dispositif inverse, ou les
bivalves seraient utilisés en amont de I’élevage de poissons afin de filtrer
I’eau d’élevage et d’en diminuer la charge particulaire (phytoplancton et
matieres en suspension).

Ce troisieme chapitre a un objectif double :
e Evaluer I’effet de I’efflorescence phytoplanctonique printaniere a

I'échelle des communautés sur les juvéniles de bar en conditions
aquacoles,

e Mettre au point une méthode de mitigation permettant d’atténuer
I’efflorescence phytoplanctonique dans les bassins d’élevage et la
tester en conditions réelles. Pour cela, des moules récoltées au
sein de la ferme aquacole ont été utilisées comme filtre

biologique de I’eau d’élevage des juvéniles de bar.
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Abstract:

The possibility of using the natural biofiltration power of blue mussels (Mytilus
edulis, 0.37 + 0.08 g ind™ dry weight) to dampen the potential detrimental effect
of phytoplankton blooms on juvenile farmed sea bass (Dicentrarchus labrax)
was tested in a fish farm during a 35-day mesocosm experiment. Mussel
effective clearance rates averaged 41.15 + 14.19 m* h™ and led to a 6.3 to 13.1
fold reduction of the phytoplankton abundance as well as comparable decreases
in chlorophyll a and turbidity. This improvement in seawater quality
significantly enhanced fish physiological performances: weight-based growth
rates were significantly higher (2.87 + 0.43 % d™) compared to control exposed
to non-filtered (bulk) seawater (2.55 + 0.44 % d*). The same observation holds
for the Fulton condition index and the metabolic activity (RNA:DNA ratio). For
fish reared in bulk seawater, diatoms embedded in gills (Rhizosolenia
imbricata, Thalassiosira sp.) and mucus overproduction indicated a stress (i.e.
mechanical damages) induced by phytoplankton exposure which, in turn, may
have affected fish energy balance. The use of mussels as a satisfying mitigation
tool reducing phytoplankton bloom impacts is discussed with regard to
phytoplankton bloom magnitude and ashore marine fish farming in coastal
ecosystems.

Keywords: Harmful algal blooms mitigation, mussel biofiltration, fish farming,
sea bass

Highlights:

e Sea bass were exposed to natural and mussel filtrated seawater during a 35-d
mesocosm experiment.

o Mussel filtration efficiently dampened phytoplankton biomass and
abundance

e Higher growth rate, condition K index and RNA:DNA ratio were recorded
for fish reared in biofiltered seawater.

e Gills irritation (mucus overproduction) linked to needle-shaped
phytoplankton species.
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IV.2. Introduction
Harmful algal blooms (HAB) are responsible for massive fish mortalities

in coastal aquaculture worldwide (Bruno et al., 1989; Brusle, 1996; Kent
et al., 1995; Landsberg, 2002; Park et al., 2013; Thangaraja et al., 2007).
They can also have sub-lethal effects such as appetite loss leading to a
reduced fish growth (Rodger et al., 2011; Treasurer et al., 2003). In the
90s, Black et al. (1991) suggested four deleterious mechanisms to be
caused by HABs: (i) physical damage to mucous membranes, (ii)
asphyxiation due to oxygen depletion, (iii) gas bubble trauma resulting
from photosynthesis driven oxygen hyper-saturation, and (iv)
ichtyotoxicity (see review by Landsberg, 2002). Although sharp diatoms
such as Chaetoceros sp. were proven to be nutritionally, and cost
efficient in fish aquaculture and shellfish hatcheries (see review by
Brown, 2002); their excessive proliferation was responsible for massive
salmonid Kills in fish farms located in British Columbia and Scotland by
causing irritation, mucus overproduction and clogging of gills leading to
oedema, necrosis, and asphyxiation (Albright et al., 1993; Bruno et al.,
1989; Kent et al., 1995; Treasurer et al., 2003; Yang and Albright, 1992).
Other studies suggest that changes in seawater rheological properties
induced by some phytoplankton blooming species (e.g. Phaeocystis sp. -
Kesaulya et al., 2008; Seuront and Vincent, 2008; Seuront et al., 2006)
can cause fish mortalities through respiration, and excretion hindering
(Jenkinson, 1989).

For several years, coinciding with the phytoplankton spring bloom, mass
mortalities in sea bass (Dicentrarchus labrax) rearing stocks have
regularly been observed in a southern North Sea fish farm (Aquanord
S.A., Gravelines, France). These mortalities, reaching about 20% of the
annual fish mortality, were not explained by classical diseases such as
parasitism, bacterial or viral infections. However a deleterious effect of
the phytoplankton spring bloom has been suspected since potentially
noxious species such as P. globosa, sharp, and needle-shaped diatoms
(e.g. Chaetoceros sp., Rhizosolenia sp., Thalassiosira sp.), and
potentially toxic taxa (Pseudo-nitzschia sp., Lelong et al., 2012) were
commonly observed in rearing seawater and fish gills.
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Typical mitigation methods against HAB usually consist in modifying
the rearing environment via physical means such as seawater aeration
increase, water circulation modification, screen filtration, and ozone and
UV radiations (Rodger et al., 2011). Chemical means have also been
experimented (sodium hypochlorite, clay, and surfactants; Kim, 2006;
Park et al., 2013) but they can be expensive, and detrimental to the
environment (Rodger et al., 2011). Finally, the only developed biological
technique tested so far is represented by micro-algae killers (e.g. bacteria
from Cytophaga, Alteromonas and Pseudoalteromonas genus ; Fukuyo et
al., 2002; Imai, 2005; Imai et al., 1993) although its application is limited
to enclosed systems. The use of filter-feeding organisms (e.g. bivalves or
copepods) for HAB mitigation has already been considered in Korea but,
due to the natural hydrodynamism, they did not represent a satisfying
solution in open aquaculture systems (e.g. fish cages; Fukuyo et al.,
2002). Quantitatively, blue mussels (Mytilus edulis) are known to be very
efficient filter feeders with high clearance rates (i.e. 1 to 7 L h* g*,
Petersen et al., 2004), and are able to significantly reduce seston (Dame
et al., 1991; Davenport et al., 2000; Riisgard et al., 2011), and
phytoplankton abundance (Dame et al., 1991; Grange and Cole, 1997,
Ogilvie et al., 2000; Riisgard et al., 2011; Trottet et al., 2008). In fact, up
to 60 % of phytoplankton biomass can be removed from the water
passing through a mussel farm (Gibbs et al., 1992; Waite, 1989).
Qualitatively, mussel filtration is also reported to induce shifts in
phytoplankton community composition from micro to pico-
nanophytoplankton dominance. In facts, mussels efficiently retain
(100%) particles larger than 7 um although smaller particles (1-4 pm)
can occasionally constitute a significant dietary component (Olsson et al.,
1992; Prins et al., 1995; Strohmeier et al., 2012)

Given their possible noxious effects, dampening phytoplankton blooms
would result in a subsequent improvement of fish condition and growth.
This hypothesis was tested by using blue mussels as a screen filter of
juvenile sea bass (Dicentrarchus labrax) rearing seawater in a southern
North Sea ashore fish farm during a 35-day mesocosm experiment.
Mussel filtration activity was estimated, and water quality improvement
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induced by this biological filtration was assessed by changes in
hydrobiology, and phytoplankton components. Effects on reared juvenile
sea bass physiological performances were determined, and results
discussed with regard to bloom magnitude, existing mitigation tools and
possible improvements of the developed experimental design.

1V.3. Materials and methods
IV.3.1. Experimental design

In order to assess seawater quality improvement through mussel
biofiltration, and its consequences on the growth, and the condition of
juvenile sea bass, a 35-day mesocosm experiment was carried out during
the 2013 phytoplankton spring bloom (April 16™ — May 21%, Figure
IV.1). The experimental setting consisted in three 5 m® mesocosms (95
cm height, 230 cm length, and width, Figure 1V.1). The fish farm, and
thus the experimental system, was supplied with bulk seawater, i.e. a mix
between natural coastal North Sea water, and heated (+10 °C compared
to in situ temperature) and chlorinated (1 %) seawater released from the
Gravelines Power Plant cooling system (France). Bulk seawater therefore
comprised both fresh and degraded natural plankton components. Bulk
seawater was filtered by mussels in a biofiltration tank (M) before
fuelling a test tank (T) containing juvenile sea bass. The third tank was
used as a control (C), and contained juvenile sea bass reared in bulk
seawater (i.e. not biofiltered). In all the tanks, the flow rate was set at 5
m® h™ allowing for a total water renewal every hour, and photoperiod
followed natural day: night cycle. Six weeks before the experiment,
mussels were collected at the entrance of the fish farm, in the seawater
fuelling system. Mussels were rinsed with bulk seawater, and acclimated
in a seawater flow-through tank (5 m® 10 m® h™') using plastic mesh (10
mm) bags (see supplementary materials). At t, (beginning of the
experiment), mussels were rinsed and living individuals were conditioned
in 8 kg mesh bags so as to reach 300 kg mussels (n = ~ 31,496; shell
length: 47.55 + 3.85 mm, fresh weight: 9.53+ 2.16 g) in the biofiltration
tank (M, 60 kg m™), a density consistent with densities usually
experimented during the depuration phase in mussel culture (Savary and
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Blin, regional shellfish farming comity, North Sea — Normandie). In
order to optimize water residence-time in the biofiltration tank and, and
thus the mussel filtration efficiency, mesh bags were suspended one
above the other and PVC walls inside the tank created a concentric water
flow (Figure 1V.2).

CONTROL (C) BIOFILTRATION (M) TEST (T)

Outflow Quiflow

Bulk
seawater
supply

Biofiltered seawater

L - A L A O I .
Fish t + + I + t t t t }
t, t; tia ty t tss
16/04 21/05

Figure 1V.1: Experimental setting illustrating the three tanks considered in the
test-case experiment: the control tank (C) containing sea bass, and filled with bulk
seawater, the biofiltration tank (M) containing mussels, and the test tank (T)
containing juvenile sea bass, and receiving bulk seawater previously filtered by
mussels (M). Crosses stand for sampling points. Time scale represents sampling times
for water (bold) and fish (italics) and stars stand for phytoplankton community analyses.

Figure 1V.2. Pictures of the mussel tank (230 x 230 x 90 cm; 5 m®). A. general viex,
B. detailed view of the two layers of mussel mesh bags). Large white arrows:
seawater entry (1) and output at the bottom of the tank toward the test tank (2), white
arrowheads: PVC walls, dashed white arrow: seawater circulation, white arrows:
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mussels in plastic mesh bags (8 kg in each), black stars: wood structure for mesh bags
suspension.

Juvenile sea bass (13,000 individuals, 4.98 + 0.76 g, five month old)
were supplied by the Gravelines Marine Hatchery (Ecloserie Marine de
Gravelines, France). The experiment focused on the youngest stages
reared at the fish farm i.e. the more sensitive stage with regard to biotic
and abiotic stress (Albright et al.,, 1993; Rodger et al.,, 2011).
Furthermore this stage was considered as it is the most impacted one
during the wane of the phytoplankton spring bloom in the fish farm. Fish
were randomly and equally distributed into C and T tanks, and
acclimated for one week in bulk seawater. Fish density in C and T tanks
was 7.5 kg m™, which is consistent with the density used in the fish farm
at the beginning of the pre-growing stage.

Fish were hand-fed twice a day with commercial food (2-3% of fresh
weight; Skretting, Mar-Perla-MP-L). At to, 60 fish from each tank were
randomly sampled, anesthetized (clove oil, 30 mg L™, Mylonas et al.,
2005), measured (total length, £ 0.1 mm), and weighted (+ 0.01 g) to
define initial fish condition.

Experimental tanks were flushed every day (10-20 % of total volume) to
remove particles settled at the bottom (mostly mussels faeces/pseudo-
faeces, and fish faeces). For biofiltration tanks, an additional complete
flush was carried out once a week, and mussels mesh bags were
thoroughly rinsed with bulk seawater before being resuspended. Each
tank was aerated through the fish farm oxygen circuit in order to
maintain oxygen concentration to 8.92 + 4.47 mg L (~100 %
saturation).

Given the logistic constraints, such as the number of available tanks, their
respective volume (5 m® and consequently the large amount of
organisms needed (mussels and fish), a single experiment was carried
out. However, considering the innovative nature of the experimental
protocol (i.e. mussels used upstream from the rearing fish tanks), and the
larger number of parameters monitored (see next section) compared to
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previous studies, this study should be considered as a test-case
experiment for phytoplankton blooms noxious effects mitigation.

1V.3.2. Sampling strategy

Hydrobiological parameters

Hydrobiological parameters were assessed twice a week. Sampling and
measurements were always carried out before the first food supply.
Hydrological parameters were measured with probes placed at the middle
of the tank (50 cm depth — Figure 1V.1): temperature (°C), and salinity
were measured with an Aanderaa Instruments probe whereas pH, and
dissolved oxygen (mg L) were obtained using a HANNA pH probe, and
an oxymeter (Handy Polaris Oxyguard), respectively.

Seawater was sampled in C and T tanks for turbidity (EUTECH
Instruments Waterproof), chlorophyll a, and pheopigments. Chlorophyll
a and pheopigments were estimated by fluorimetry (Trilogy, Turner
Designs) following Lorenzen (1966). Briefly, triplicate seawater samples
(500 mL) collected in C and T tanks were immediately filtered on glass
fiber filters (Whatman GF/F), and frozen (-20 °C) until analysis. In the
laboratory, filters were extracted overnight in 90 % acetone, and
fluorescence values converted to pigment concentrations (chlorophyll a
and pheopigments, pg L™Y) using a standard chlorophyll a solution
(Anacystis nidulans, Sigma).

As the domoic acid producing Pseudo-nitzschia genus has been
previously observed in the study area (Antajan et al., 2013; Schapira et
al., 2008), total domoic acid (i.e. dissolved and particulate) in seawater
was quantified in both tanks using ASP ELISA kits (Biosense
laboratories, Bergen, Norway).

Phytoplankton sampling and enumeration

Over the experiment, 250 mL seawater samples (50 cm depth) were
collected from C and T tanks, preserved with lugol-glutaraldehyde
fixative (2 % final concentration) for phytoplankton analysis, and stored
in the dark in a cold room (4 °C; Figure 1V.1). In the laboratory, 5 to 25
mL sub-samples were settled in Hydrobios counting chambers for 12 to
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24 hours. Phytoplankton cells were identified, and enumerated using an
inverted microscope (Nikon Eclipse TE2000-S, magnification %200,
x400) under phase contrast illumination. On average 861 + 426 cells
(min: 311 — max: 1896) were identified, and counted per sample.
Phytoplankton taxa were pooled into five groups regarding their potential
deleterious mechanical effect on fish: needle-shaped diatoms, sharp-
chain-forming diatoms, chain-forming diatoms, Phaeocystis globosa
(colonial non-motile cells and flagellated cells), and “others” i.e. diatoms
with no recognized effect on fish (Table 1).

Mussel filtration activity

At the beginning of the experiment (to), 60 mussels were randomly
sampled in the filtration tank. Shell length (L, mm) was measured and
soft tissues dry weight (dW, g) was individually assessed after 48h drying
at 60°C. Mussel condition index (Cl, mg cm?®) was calculated
following CI = dW /L3 (Riisgard et al., 2014).

Individual maximum clearance rate (WCR;, L h™) was estimated by using
the model developed by Riisgard et al. (2014): WCR; = 6.773dW %678,
and the population maximum clearance rate (WCRpop, L h™) obtained
from WCR,,, = WCR; X n, where n is the number of mussels in the
biofiltration tank. Finally, effective clearance rate (ECR, L h™) was
assessed following ECR = FL X (c; — ¢,)/c;, where Fl is the flow rate
in the mussel tank (5000 L h™), c¢; and ¢, are chlorophyll a concentration
or phytoplankton abundance in the seawater inflow and outflow of the
mussel tank, respectively (Cranford et al., 2011; Larsen and Riisgard,
2012).

Fish sampling
Dead fish were counted, and removed every day before feeding, allowing

daily mortality rate (% d™) estimation. Once a week, before feeding, 60
juvenile sea bass from C and T tanks were randomly sampled, and
anesthetized for individual measurements (total length, and weight). For
gill examination, ten fish from each tank (C and T) were weekly
dissected. Two gill arches per fish were prepared for in vivo microscopic
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observation (x200, x400). The general state of the gills was first
examined to estimate the presence of mucus, parasitism, necrosis, and
embedded phytoplankton cells (presence/absence). When present, mucus
overproduction was estimated by measuring mucus thickness from the
external limit of the epithelium to the external extent of the mucous layer
using a calibrated ocular micrometer (see Figure 1V.1 for sampling
times).

Specific growth rates in weight (GW, % d), and in length (GL, % d™)
were calculated following the equation: GX = 100 (InX; —InX,) / (t —
to), where Xo is the mean weight (W) or the mean length (Lo) at to, and
X: is individual fish weight (W) or length (L;) at time t. The Fulton K
index (Nash et al., 2006; Ricker, 1975) was calculated following
K = 100 (W / L?), where W is the individual body weight (mg), and L
is the total length (mm). It is an individual morphometric index
considered as a general wellbeing indicator assuming that, for a given
length the heavier a fish is, the better condition it has (Froese, 2006;
Schreck and Moyle, 1990).

The RNA/DNA ratio is an indicator of fish nutritional status, and
instantaneous growth (Buckley, 1984; Humphrey et al., 2007; Schreck
and Moyle, 1990). For its estimation, ten fish from each tank (C and T)
were sacrificed, and stored at -80 °C at the end of the experiment (t3s).
The RNA, and DNA analyses were based on Caldarone et al. (2001).
Nucleic acid concentrations were estimated in a dorsal muscle fragment
(25 mg). Samples were extracted on ice in 1 % N-laurylsarcosine Tris-
EDTA buffer for 1 hour to dissociate nucleoproteins, and centrifuged (15
min, 14000 x g). Samples were mixed with Ethidium Bromide (2 pg mL"
1) in a dark 96-well plate for five minutes. Total fluorescence (Fy) Was
measured using a microplate spectrofluorometer (TECAN Infinite M200
Pro). Commercial RNase (bovine pancreas, Sigma Aldrich, 20 U mL™)
was then added for 25 min to each well, and a second fluorescence
measurement allowed DNA fluorescence (Fpna) estimation. RNA
fluorescence (Frna) Values were then determined from Fgrna = Fiot — Fona.
DNA, and RNA concentrations were derived from fluorescence values
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using RNA (16S- and 23S-ribosomal from E. coli MRE 600, Roche), and
DNA (Calf Thymus, Sigma Aldrich) standard calibration curves.

1V.3.3. Data analyses

Both hydrological, and biological data did not match the parametric
assumption of normality (Shapiro-Wilk test, p > 0.05), and
homoscedasticity (Levene's F-test, p > 0.05), the non-parametric
Wilcoxon-Mann-Whitney (WMW) test was thus used to compare C, and
T tanks for hydrobiological, and fish parameters. Statistics were
performed using R software packages (R Core Team, 2012).

IV.4. Results
IV.4.1. Hydrobiological context

With the exception of turbidity, hydrological parameters did not
significantly differ between the control (C) and the test (T) tanks over the
35-day experiment (WMW, p > 0.05). Water temperature increased from
18.37 £ 0.08 °C at tp to 22.30 + 1.98 °C at the end of the experiment (tzs),
whereas salinity (33.72 + 0.43) and pH (7.53 £+ 0.30) remained stable.
Turbidity was always significantly higher in the C tank (i.e. bulk
seawater) compared to the T tank (WMW, p < 0.001). Values followed
approximately the same trend as chlorophyll a concentration with a
higher variability in the tank C at the end of the experiment (Figure
IV.3A).
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Figure 1V.3. Time series evolution of turbidity (NTU — A), chlorophyll a
(ug L™ - B) and pheopigments (ug L™ — C) concentrations in Control (
—®—) and Test (--3--) tanks during the experiment (from t; to tss).

During the experiment, chlorophyll a and pheopigments remained
significantly lower in the test compared to the control (WMW, p < 0.001)
by a factor varying from 3.3 to 10.3, and from 1.3 to 5.2, respectively
(Figure 1V.3B, IV.3C). Thereafter, chlorophyll a and pheopigment
concentrations followed the same trend. Hence, a first peak was observed
at the beginning of the experiment (ts) reaching 10.35 pg chl a L™ in the
tank C, and 4.25 g chl a L™ in the tank T. A secondary peak at tp4 with
lower chlorophyll a concentrations reached 5.76 pg chl a L™, and 0.92
ug chl a L* in C, and T tanks, respectively. The contribution of
pheopigments to total pigment composition markedly increased over the
course of the experiment reaching 78.1 % in the control, and 93.0 % in
the test at tss. Overall, time-series evolution of hydrobiological
parameters in the tank T was particularly stable when compared to the
tank C.
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The total phytoplankton abundance was 6.3 to 13.1 times lower in the
test tank compared to the control (WMW, p < 0.02; Figure IV.4A and
IV.4B).

The temporal dynamics of phytoplankton abundance matched
chlorophyll a concentrations pattern. The first abundance peak (t3)
coincided with the maximum chlorophyll a, and reached 10.90x10° cells
L%, and 1.47x10° cells L™ in C and T tanks, respectively. The second
peak occurred at t,4, and reached 11.50x10° cells L™ in the tank C, and
1.02x10° cells L™ in the tank T. The phytoplankton community was first
dominated by Phaeocystis globosa (prymnesiophyte) single colonial, and
flagellated cells (no colonies were observed) reaching 75 to 98 % of the
total phytoplankton abundance from ty to t3;, whereas diatoms only
represented 2 to 18 %. However, over the course of the experiment, the
contribution of diatoms to total phytoplankton abundance increased up to
87% (t35) which coincided with the end of the P. globosa bloom.
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Figure 1V.4. Phytoplankton abundance evolution in control (A) and
experimental (B) tanks. Grey bars stand for total phytoplankton abundance, A
for Phaeocystis globosa and e for diatoms abundance. Please notice the distinct
scale for phytoplankton abundances.
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Phytoplankton species associated to the P. globosa bloom comprised
needle-shaped diatoms among which Rhizosolenia sp., Lennoxia
flaveolata, and congeneric species of the HAB genus Pseudo-nitzschia
(delicatissima and pungens; Table 1 — Figure 1V.5). Needle-shaped
diatoms were dominant over the experiment (from 44.63 to 61.08 %)
with the exception of t;7, and tss when “Others” (mainly Cryptophytes
and Navicula sp.) dominated. Chain-forming diatoms (Guinardia sp. and
Thalassionema nitzschoides) were also present but never exceeded 22 %.
Sharp-chain-forming  diatoms  (e.g.  Asterionellopsis  glacialis,
Thalassiosira sp.) were the least represented group with 0.5 to 3.6 %
relative abundance. Domoic acid was detected in both experimental tanks
(51.7 + 6.9 pg mL™) but concentrations were not significantly different
between C and T tanks (WMW, p > 0.05).
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M needle-shaped diatoms M sharp-chain-forming diatoms
O chain forming diatoms O others

Figure IV.5. Phytoplankton groups (excepted P. globosa) relative abundances
(%) evolution in the tank C and the tank T.
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Table 1V.1. Abundance ranges (min-max) and means [standard deviation; sd] for

phytoplankton taxa identified during the mesocosm experiment

Control Tank (C) Test tank (T)
Taxa min - max mean [sd] min - max mean [sd]
Needle-shaped diatoms
(10° cells L") 15.6 - 298.8 125.8 [103.1] 3.2 - 324 143 [12.1]
Cylindrotheca closterium 0 - 17.2 4.4 [5.9] 0 - 16 0.5 [0.5]
Ditylum brightwellii 0 - 16 0.7 [0.6] 0 - 0.2 0.03 [0.08]
Lennoxia flaveolata 0.6 - 444 14.1 [15.8] 0 - 3.2 1.2 [1.3]
Nitzschia longissima 0 - 18 2.6 [6.8] 0 - 20 0.3 [0.7]
Pseudo-nitzschia sp. 94 - 267.6 82.3 [106.6] 0.2 - 322 9.0 [11.4]
Rhizosolenia sp. 0 - 70.4 21.8 [29.6] 0 - 134 3.3 [5.0]
Sharp-chain-forming diatoms
(10 cells L") 40 - 24.4 9.6 [7.8] 06 - 6.4 2.1 [2.1]
Asterionellopsis glacialis 0.6 - 11.2 4.5 [3.7] 0 - 3.2 0.8 [1.1]
Bacteriastrum sp. 0 -0 0 [0] 0 - 0.08 0.01 [0.030]
Chaetoceros sp. 0 - 5.2 1.4 [2.1] 0 - 1.0 0.2 [0.4]
Odontella aurita 0 - 08 0.1 [0.3] 0 -0 0 [0]
Thalassiosira sp. 0.4 - 10.0 3.6 [3.3] 0 - 28 1.1 [1.0]
Table 1V.1. Continued.

Control Tank (C) Test tank (T)
Taxa min - max mean [sd] min - max mean [sd]
Chain-forming diatoms
(10 cells L") 6.2 - 63.2 264 [19.3] 09 - 190 5.1 [6.3]
Asterionellopsis kariana 0 - 3.2 0.6 [1.2] 0 - 0.2 0.06 [0.1]
Bellerochea maleus 0 -0 0 [0] 0 - 07 0.1 [0.3]
Brockmaniella brockmanii 0 - 64 2.4 [2.8] 0 - 08 0.3 [0.3]
Chaetoceros tortissimus 0 - 6.0 0.9 [2.3] 0 - 16 0.2 [0.6]
Dactyosolen fragillisimus 0 -0 0 [0] 0 - 03 0.04 [0.1]
Guinardia sp. 0 - 37.2 11.1 [15.0] 0 - 8.2 1.7 [3.0]
Leptocylindrus sp. 0 - 156 4.6 [6.3] 0 - 24 0.6 [1.0]
Paralia sulcata 0 - 44 1.5 [1.8] 0 - 56 1.1 [2.1]
Skeletonema marinoi 0 - 64 1.6 [2.6] 0 - 1.2 0.2 [0.5]
Thalassionema nitzschoides 0.8 - 84 3.7 [3.0] 0 - 16 0.8 [0.6]
Phaeocystisglobosa(106ce||s L'l) 0 - 11 5.4 [4.6] 0 - 14 0.6 [0.5]
Flagellated cells 0 - 27 1.3 [0.9] 0 - 0.2 0.1 [0.06]
non-motile cells 0 - 97 5.1 [3.8] 0 - 13 0.5 [0.5]
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Table 1V.1. Continued

Control Tank (C) Test tank (T)

Taxa min - max mean [sd] min - max mean [sd]
Others (10% cells L) 41.6 - 133.2 82.4 [32.6] 6.8 - 50.0 24.6 [18.2]
Chlorophyceae 0 - 0.2 0.03 [0.08] 0 - 0-0 0 [0]

Cryptophyceae 7.8 - 72.2 44.0 [22.0] 23 - 24.0 10.5 [6.8]
Euglenophyceae 0 - 08 0.1 [0.3] 0 - 0.08 0.01 [0.03]
Actinoptychus sp. 0 - 04 0.09 [0.2] 0 - 0.08 0.01 [0.03]
Coscinodiscus sp. 0 - 1.2 0.2 [0.4] 0 - 03 0.09 [0.1]
Delphineis surrirella 0 - 26 0.5 [1.0] 0 -0 0 [0]

Licmophora sp. 0 - 04 0.09 [0.2] 0 -0 0 [0]

Navicula sp. 3.4 - 63.6 27.7 [27.4] 1.2 - 40.0 12.4 [14.5]
Nitzschia sp. 04 - 224 46 [7.9] 0 - 24 0.9 [0.9]
Pleurosigmasp 0 - 96 49 [3.4] 01 - 24 0.8 [0.8]
Raphoneis amphiceros 0 - 04 0.2 [0.2] 0 - 0.08 0.01 [0.03]

IV.4.2. Mussel clearance rate and impact on
phytoplankton

Mussel condition index ranged between 2.5 and 4.6 mg cm™. Individual
maximum clearance rate (WCR;) averaged 3.44 + 0.50 L h™ (min-max:
2.25-4.64) leading to a population maximum clearance rate of about
108.26x10°% L h™%. Effective clearance rates averaged 41.15 + 14.19x10° L
h™ and 28.46 + 19.61x10° L h™ for total phytoplankton and chlorophyll
a, respectively (Table 2). Mussel filtration activity induced average
decreases of 67 + 14%, 88 =+ 3 % and 81 + 8 % in turbidity,
phytoplankton abundance and chlorophyll a concentrations, respectively.
Impact on phytoplankton community composition is highlighted in figure
4. Mussel filtration induced a 3 to 4 times decrease in phytoplankton
noxious species relative abundance particularly regarding needle shaped
and sharp-chain-forming diatoms. This selective mussel feeding also led
to an increase in the relative abundance of chain-forming diatoms and
“others”.

IV.4.3. Fish physiological performances

Fish mortality was low during the whole experiment (0.1 % d™) and the
mortality rate over the experiment reached 2.6 % without any difference
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between the control and the test. Fish weight and length increased
continuously in both tanks (C and T — Figure IV.6A, IV.6B) from t; to
tss. Weight gain over the experiment was 8.0 g and 6.5 g whereas length
gain reached 27.4, and 24.7 mm in T, and C tank, respectively. There was
no significant difference in weight between control, and test at ty, t;4, and
t21, whereas at t;, tpg, and tss, fish weight was significantly higher in the
test than in the control, e.g. 14.7 + 2.2 g against 13.1 + 2.1 g at t3s
(WMW, p < 0.01). Fish total length (L) was significantly higher in the
test tank compared to the control at t; and tss (WMW, p < 0.01) when it
reached 107.7 £ 53 mm, and 1104 + 6.6 mm in C and T tanks,
respectively (Figure 1V.6B). Fish reared in the test tank i.e. receiving
biofiltered seawater (mean Fulton Index K = 1.07 + 0.07 mg mm™) had a
significantly better condition than in the control (1.05 + 0.05 mg mm~)at
tss (WMW, p < 0.01, Figure IV.6C) yet, differences were small. Specific
growth rates in weight (GW) and in length (GL) were stable throughout
the experiment (Figure 1V.6D, IV.6E). Slightly higher GW values were
observed in the test compared to the control at ty, tzg, and tzs (WMW, p <
0.008). For instance, GW reached 2.87 + 0.43 % d™ at tss in the T tank
whereas it only reached 2.55 + 0.44 % d™ in the C tank (Figure IV.5D).
At t7 and tss, growth rate in length was significantly higher in T tank (t;:
0.82 + 0.72 % d, t35: 0.81 + 0.17 % d™) compared to C tank (t;: 0.25 +
0.96, ts5: 0.75 + 0.14 % d™*, WMW, p < 0.01, Figure IV.5E). At the end
of the experiment, the mean RNA:DNA ratio was significantly higher
(WMW, p < 0.01) in the test (3.8 £ 0.6) compared to the control (3.0 £
0.5).

IV.4.4. Gills observation

No morphological lesion, fish malformation, or gill necrosis were
observed during the experiment. Gills microscopic observation
recurrently revealed mucus overproduction for fish in both C and T tanks
at the beginning of the experiment (t;). After 21 days of exposure to
plankton components in bulk seawater, fish from the tank C showed a 2
fold increase in gills mucus thickness. The specific examination of gill
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filaments smears revealed presence of diatoms : chain-forming Paralia
sulcata, needle-shaped Rhizosolenia imbricata and sharp-chain-forming
Thalassiosira rotula were observed in both C and T tanks until ty,.
Thereafter, they were only detected in fish gills from Tank C. The very
sporadic presence of trematode parasites (Gyrodactylidae) did not allow
the identification of any significant pattern of infestation between C, and
T tanks.
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Figure 1V.6. Time series evolution of fish weight (W, g — A), length
(L, mm - B), condition (K, mg mm? — C), specific growth rate in
weight (GW, % d™* - D) and in length (GL, % d™ - E) during the 35-
day experiment in the control (white box; Tank C) and in the test
(grey box; Tank T) tanks. Crosses stand for means and stars for
significant differences between C and T tanks (*: p < 0.05, #*: p < 0.01).
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1VV.5. Discussion

IV.5.1. 4.1 Environmental context

In order to match realistic fish rearing conditions, experimental set up in
the fish farm had to compose with large volume tanks (5 m®), high fish
density (7.5 kg m™), and seawater properties (hydrology), and supply.
This experiment aimed to test the use of mussels as a mitigation tool to
dampen the natural phytoplankton bloom in an ashore marine fish farm.
Firstly, it permitted a detailed study of phytoplankton communities
succession from the maximum bloom magnitude to its senescence.
Special emphasis was given to phytoplankton species which are
supposedly deleterious to fish by defining a classification in distinct
harmful categories (Table 1). Secondly, the goal of this test-case
experiment was to estimate mussel filtration activity, its impact on
seawater quality, and in turn, on fish condition and physiological
performances. To our knowledge, no study has so far considered using
mussels upstream from the seawater fuelling system of an ashore marine
fish farm. Regarding hydrological parameters, salinity and pH values
were within the range of published values in the southern North Sea
coastal waters (Antajan et al., 2013; Blackford and Gilbert, 2007; Otto et
al., 1990), and matched optimal ranges for sea bass (Blancheton, 2000;
Papoutsoglou et al., 1998). By using power plant channeled seawater,
and in situ (i.e. coastal North Sea) channeled seawater, temperature value
in the tanks (18.2 to 22.9 °C) was always set higher to in situ, and thus,
fitted optimal growth temperatures for juvenile sea bass (Blancheton,
2000; Person-Le Ruyet et al., 2004). Since hydrological parameters
(temperature, salinity, pH, and dissolved oxygen), and feeding rates were
not significantly different between control (C), and test (T) tanks,
noticeable changes in fish condition or growth resulted from seawater
quality changes induced by mussel filtration.

Phytoplankton spring bloom magnitude appeared to be low in 2013 (<
10ug chl a L™; Breton et al., 2000; Kesaulya et al., 2008; Seuront et al.,
2006). However, it remains within the range of values observed at the
interannual scale in the southern North Sea and confirm the existence of
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“low phytoplankton year”. The observed temporal dynamics of
chlorophyll a concentrations (two successive peaks) can be explained by
the phytoplankton community composition. During this experiment,
Phaeocystis globosa constituted the bulk of the phytoplankton
community, and exhibited high temporal variability of abundance as it is
often the case in spring in the area (Grattepanche et al., 2011; Rousseau
et al., 2002; Seuront et al., 2006). Associated species shifted from a
spring assemblage (to to t;7) containing both chain-forming (Guinardia
sp.), and needle-shaped diatoms (Pseudo-nitzschia sp., Rhizosolenia sp.)
towards the dominance of smaller diatoms (Navicula sp., < 10 um), and
Cryptophytes (< 5 um; among "Others" in Figure 1V.5) in May (t;7). The
wane of the phytoplankton bloom was illustrated by sharp decreases in
both chlorophyll a concentration, and phytoplankton abundance from ty4
to tss. P. globosa degradation in favor of spring to summer diatom
assemblages (Pseudo-nitzschia sp., Guinardia sp.; Rousseau et al., 2002;
Schapira et al., 2008; Seuront et al., 2006) is highlighted by high
pheopigment contribution to total pigments (i.e. 78 to 93 % of
chlorophyll a + pheopigments). This 35-day mesocosm experiment
therefore markedly matched in situ conditions integrating the typical
spring to summer phytoplankton succession.

IV.5.2. Mussel filtration activity

Mussel condition index is known to depend on their life cycle, being
higher at the end of summer and in winter and lower after spring
spawning (Riisgard, 2001). The relatively low condition index (3.43 +
0.45 mg cm®) of mussels in the biofiltration tank is consistent with April-
May reproductive period in the southern North Sea, and remains highly
comparable to low values reported in the literature (from 2.21 to 10.1 mg
cm’®; Petersen et al., 2004; Riisgard et al., 2014).

Effective clearance rates (28.46 to 41.14 x 10° L h™* corresponding to
1.00 to 6.55 L g* h™) were consistent with values reported on blue
mussels (see review by Cranford et al., 2011; Petersen et al., 2004;
Riisgard et al., 2014). They were also within the range of the theoretical
values for maximum weight based clearance rates (WCRqp; Riisgard et
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al. (2014). Mussel filtration activity resulted in a drastic reduction (> 80
%) of both chlorophyll a and phytoplankton abundance. With regard to
the primary goal of the experiment, phytoplankton spring bloom was
efficiently dampened. Nevertheless, mussels may have suffered food
shortage during the experiment, particularly those located near the
seawater outflow. Therefore, if this test case experiment provides new
insights into mitigation tools for phytoplankton blooms, valorizing
mussel cultures needs to go through improvements of mussel rearing
conditions focusing on mussel density, amount of seston provided by the
inflow, and rearing facilities (e.g. lines, mesh bags).

IV.5.3. Water quality improvement due to mussel
biofiltration

In this test-case experiment, mussel biofiltration was enhanced on
purpose by setting up in the tank M flow channeling baffles (i.e. PVC
walls) which, in turn, optimized seawater residence time. Due to this
artificial device, seawater filtration was more efficient when compared to
mussel farms in the field. This was visible by a decrease in chlorophyll a
concentration by 3.3 to 10.3 which was far higher than the effects of
mussel farms (factor 2 to 3) on natural phytoplankton stock in a
temperate bay (Ogilvie et al., 2000). Mussel biofiltration also induced a
decrease of the phytoplankton abundance by a factor 6.3 to 13.1 and an
apparent change in community composition. In fact, mussel seemed to
preferentially feed on large (> 30 pm in length) species particularly
needle-shaped and sharp-chain-forming diatoms. This is consistent with
preferential mussel feeding on large (> 20 um) particles as reported by
Strohmeier et al. (2012) and Noren et al. (1999). Consequently, after
suspension feeding activity, a qualitative shift of phytoplankton
communities toward nano-picophytoplankton dominance is generally
observed (Olsson et al., 1992; Prins et al., 1995). Although, this pattern
could not be inferred from optic microscopy (cell size detection >10 pum).
These first results clearly reveal the advantageous impact of mussel
filtration significantly reducing noxious species abundances (needle-
shaped and sharp-chain-forming diatoms).
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IV.5.4. Seawater quality and its effects on juvenile sea
bass growth and condition

In both tanks (C and T) fish weight gain and specific growth rates in both
weight (2.59 to 2.88 % d), and length (0.75 to 0.81 % d*) were highly
comparable to published studies (Table 3). This confirms that
experimental conditions (i.e. fish density, tanks volume, feeding rate)
were optimal for juvenile sea bass in pre-growing phase during the 35-
day experiment. The same observation holds for the Fulton K index (1.03
to 1.08 mg mm™; Table 3) indicating a good fish condition (Froese,
2006; Nash et al., 2006).

Table IV.2. Literature comparisons of juvenile sea bass physiological characteristics:
weight (W, g), length (L, mm) growth rate in weight and length (GW, GL, % d™), Fulton
Index (K, mg mm™) and RNA:DNA ratio with regard to feeding rate (FR, % biomass d™)
and rearing temperature (T, °C).

w L Gw GL K RNA:DNA FR T Reference
(g) (mm) (%d”) (%d")  (mgmm?) (°C)
5.2+1.0 7940.5 0.7-0.8  0.22-0.26 1.14-1.14 - ad lib. 20 Mourente and Bell, 2006
35 - 1.69-2.04 - - - - 23.5+0.8 Paspatis et al., 2000
6.6+1.1 85.6+5.2 0.72-0.79 0.27-0.28 - - 3%  18.9+0.22 Papoutsoglou et al., 1998
4.87+0.83 - 0.5-0.6 0.33+0.02 1.06-1.17 3.0-4.1 2% 13+0.5 Kerambrun et al., 2012
2.84+0.79 - 1.5£0.3 0.46+0.13 1.02-1.03 2.7-33 - 14.6-14.9 Kerambrun et al., 2012
. Alami-Durante et al.,
7.02-7.98 84-88 5.19-7.5 - - 4.34-495 adlib. 15.9-25.8
2007
X Conides and Glamuzina,
4.76-5.23 - 1.20-2.48 - - - adlib. 2014
2006
0.88+0.12 5.11+0.95 - =25 Vasconcelos et al., 2009

4.9810.76 83.0+4.9 2.59-2.88 0.75-0.81 1.03-1.08 3.0-3.8 2-3% 18.2-22.9 This study

(ad lib. : ad libitum, - : no data, min-max, meantstandard deviation)

Interestingly juvenile sea bass reared in the tank fuelled with biofiltered
seawater (i.e. tank T) had higher growth rates, and better K indices than
those exposed to bulk seawater (Figure IV.5C-E). Although relatively
low, these significant discrepancies in fish physiological performances
seem to be linked to fish exposure to natural plankton components,
particularly to potentially noxious phytoplankton species. Adverse effects
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of phytoplankton blooms on fish farms have indeed been reported a
number of time (Bruno et al., 1989; Kent et al., 1995; Rodger et al.,
2011; Treasurer et al., 2003 and references therein). Among the four
deleterious mechanisms suspected to be caused by HAB (Black et al.,
1991), physical damages and ichtyotoxicity were likely involved in
differences observed between C and T tanks, although deleterious
impacts linked to oxygen could not be inferred from our study.

Domoic acid producing Pseudo-nitzschia (i.e. P. pungens, Lelong et al.,
2012) were observed during the experiment but their abundances
remained low (Table 1). Domoic acid (DA) concentrations measured in
the present experiment were higher than reported values from the Eastern
English Channel (Bay of Veys, 7.1 pg mL™; Klein et al., 2010). However
they remained lower than in other natural ecosystems where they
appeared to be harmful (e.g. 1401 pg DA mL™ in Angola; Blanco et al.,
2010), 8000 pg DA mL™ in the Gulf of Mexico; (Macintyre et al., 2011).
Since adverse effect of domoic acid oral exposure on sea bass has never
been reported in the literature (Lefebvre et al., 2012), and mussel
biofiltration did not affect domoic acid concentrations, it is likely that
ichtyotoxic effect in our experiment was negligible.

Several marine diatoms such as those observed during this experiment
(needle-shaped, sharp-chain-forming and chain-forming; Table 1) have
been implied in mass mortalities in salmon fish farms worldwide
(Albright et al., 1993; Corrales and Maclean, 1995; Yang and Albright,
1992) as well as during dedicated exposure experiments (Bell, 1961;
Burridge et al., 2010; Forbes, 1991). For instance sharp and needle-
shaped diatoms such as Chaetoceros sp., Pseudo-nitzschia sp.,
Rhizosolenia imbricata, Nitzschia longissima, Cylindrotheca closterium,
Guinardia sp., Pleurosigma sp. (Bruno et al., 1989; Farrington, 1988;
Rodger et al., 2011; Treasurer et al., 2003) and Thalassionema (Kent et
al., 1995) can cause physical damages to fish gills and digestive tract, and
therefore predispose fish to secondary infections with lethal pathogens
(Albright et al., 1993; Brusle, 1996; Rodger et al., 2011). Excessive
mucus production, as observed for the fish exposed to bulk seawater
(Tank C), indicated a fish gills defense against external attacks
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(mechanical or toxic damages - Shen et al., 2011). In addition, diatoms
frustules were seen to be embedded in gill mucus and could therefore
have clogged the gills. This can lead to a reduction of oxygen blood
saturation and asphyxiation (Forbes, 1991; Rodger et al., 2011). P.
globosa is another potentially deleterious HAB species dominating
during this experiment. P. globosa blooms have been reported to affect
benthic communities (Desroy and Denis, 2004; Rogers and Lockwood,
1990; Spilmont et al., 2009) as well as wild fauna including fish (Nguyen
et al., 2012; Zingone and Enevoldsen, 2000). P. globosa blooms are in
fact associated to the increase of seawater viscosity (Seuront et al., 2006;
Seuront and Vincent, 2008), which, in turn, can affect micro-scale
processes such as respiratory and excretion through the gill epithelium
(Couturier et al., 2007; Jenkinson, 1989; Jenkinson et al., 2007).
Regarding the high abundance of P. globosa colonial cells, increase in
viscosity could have occurred in our control tank leading to fish welfare,
and physiological performances reduction.

Energy allocation depends on fish physiological status, and
environmental stress (McNamara and Buchanan, 2005), and could have
been unbalanced during the present experiment. The higher RNA:DNA
ratio measured in the test tank suggests a higher metabolic activity in
favor of growth (Buckley, 1984; Humphrey et al., 2007). By contrast,
fish exposure to bulk seawater and its associated plankton components
seemed to induce defense mechanisms, and subsequent energy costs
which were detrimental to somatic growth. In any case, and also we
willingly acknowledge the limit of this single test-case experiment,
seawater quality improvement due to mussel biofiltration permitted to
enhance juvenile sea bass growth and condition in comparison to the fish
reared in the tank fuelled with bulk seawater. This was attested by several
measurements on replicated fish samples over the time-series experiment
but also, the same tendency exhibited by several indices (i.e. condition
index (K), growth in weight, and length (GW, GL), and metabolic activity
(RNA:DNA ratio). Further experiments are needed to confirm the
observed results, particularly during higher phytoplankton blooming
conditions, considering for instance higher P. globosa bloom and its
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impact on mussel filtration efficiency. This type of innovative
experimental device using mussels upstream from fish rearing tanks
needs improvements concerning mussel culture valorization but remains
a promising mitigation tool in ashore fish farming.
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1V.1. Conclusion

L’efflorescence phytoplanctonique printaniére de 2013 a eu un effet
délétere sur les poissons. D’une part, elle a conduit a I’altération de la
croissance et de la condition des poissons, visible par la réduction des
taux de croissance en poids et en taille et de I’indice de condition K de
Fulton (cf. figure IV.5). D’autre part, un effet mécanique a été observe au
niveau des branchies (cf page 98). En effet, la présence de diatomées
dans les branchies associee a une surproduction de mucus sur
I’épithélium branchial indique bien un stress mécanique induit par
I’efflorescence. Ce dernier peut engendrer une réduction de la fonction
branchiale et conduire a des effets sub-létaux tels que des pertes d’appetit
et une réduction de la croissance voire la mort des poissons (cf.
Introduction 83.3 ; Rodger et al., 2011)

Lors de cette expérience en conditions aquacoles, les moules apparaissent
comme étant un bon outil de mitigation de [I’efflorescence
phytoplanctonique puisqu’elles permettent de diminuer I’abondance
phytoplanctonique d'un facteur compris entre 6 et 13 dans I’eau
d’élevage des juvéniles de bar. Cette expérience a été réalisée dans une
ferme aquacole ou les apports d’eau sont maitrisés (e.g. débit,
température) puisque I’élevage se déroule dans des bassins a terre. Cela a
facilité la mise en place d’un bassin de filtration contenant des moules en
amont d’un bassin d’élevage. L’utilisation des moules dans d’autres
types d’élevage (e.g. cages en mer) nécessitera le développement de
structures spécifiques pour le maintien des bivalves aux abords des cages
d’élevage tout en tenant compte des predateurs sauvages tels que les
dorades par exemple. Par ailleurs, afin d’optimiser ces structures de
filtration, une excellente connaissance des conditions hydrobiologiques
du milieu est indispensable. Plus spécifiquement, pour I’utilisation de ce
dispositif autour de cages situées en mer, une connaissance fine de
I’hydrodynamisme sera nécessaire pour que la filtration du milieu
d’élevage et que la dispersion des déchets soient efficaces.
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La plupart des études portant sur le phytoplancton en Manche orientale et
dans la baie sud de la mer du Nord se sont intéressées aux controles des
communautés soit par la ressource (« bottom-up control », e.g.
interactions éléments nutritifs-diversité, croissance, production primaire
phytoplanctonique ; Schapira et al., 2008 ; Lefebvre et al., 2011), soit par
les prédateurs (« top-down control ») qu’il s’agisse de métazoaires (e.g.
copépodes ; Bautista et al., 1992 ; Gasparini et al., 2000 ; Cotonnec et al.,
2001) ou de protozoaires microplanctoniques (Grattepanche et al., 2011),
mais aussi aux communautes de protistes nano-planctoniques et a la
biosphere microbienne rare potentiellement pathogénes du phytoplancton
ou des poissons (Christaki et al., 2014 ; Monchy et al., 2012). Cependant,
peu d’études ont jusqu’a présent considéreé les interactions directes entre
le phytoplancton et les poissons, en particulier au regard des effets
delétéres pouvant étre induits par le phytoplancton (e.g. toxicité, effets
mécaniques, modification de I’environnement physico-chimique, cf.
Introduction 83). La plupart des études initiées dans les années 1990 ont
fait suite a des pertes économiques importantes dans les eélevages en mer
et particulierement dans les zones touchées par de fortes mortalités liées a
des effets déléteres d’espéces responsables de HAB (e.g. Ecosse, Corée,
Norvege, Canada, Chili, Albright et al., 1993 ; Anderson et al., 2001 ;
Kallee et al., 2002 ; Treasurer et al., 2003). Ce travail contribue aux
études de faisabilité relatives a I’installation d’infrastructures aquacoles
ou de poles expérimentaux (e.g. Plateforme nouvelle vague™) sur le
littoral du Nord Pas-de-Calais Picardie. Il constitue donc également a une
contribution scientifique et appliquée a la gestion des exploitations
existantes.

L’objectif principal de ce travail de these a été d’évaluer, pour la
premiere fois dans la baie sud de la mer du Nord, les effets
potentiellement déléteres que peuvent avoir les efflorescences
phytoplanctoniques sur les organismes marins, en particulier sur les
poissons d’aquaculture comme le bar (Dicentrarchus labrax).

13 http://pfinouvellesvagues.com/
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Trois grands axes de recherche ont été développés a différentes échelles
temporelles et niveaux d’organisation biologiques (figure V.1) pour
répondre de maniére spécifique aux questions suivantes :

¢ Quelles especes phytoplanctoniques potentiellement
déléteres pour les poissons sont présentes en baie sud de

la mer du Nord ?
Pour répondre a cette question, plusieurs échelles temporelles

d’observation ont été considérées (Figure V.1) :

(i) Une étude pluriannuelle (2005-2013, Chapitre 1) a mis en évidence
des coincidences entre les mortalités hebdomadaires des bars et
I’efflorescence phytoplanctonique (biomasse et abondance). Cette
étude a permis d’une part, de corréler les maxima de mortalités de
poissons a ceux d’abondance et de biomasse phytoplanctonique, et
d’autre part, d’identifier les genres récurrents dans le milieu
pendant les épisodes de fortes mortalités.

(if) Un suivi saisonnier in situ de février & novembre 2012 dans les
eaux cotieres de la baie sud de la mer du Nord (Chapitre 1I) a
permis d’identifier les espéces potentiellement déléteres pour les
poissons en considérant les dommages mécaniques et/ou toxiques
qu’elles peuvent engendrer. Cette partie du travail s’est intéressée
aux diatomées du genre Pseudo-nitzschia dont la diversité a été
définie via I’observation de la microstructure valvaire au
microscope électronique a balayage (MEB). La concentration en
acide domoique associée a la présence de ces diatomées a été
estimee ainsi que les conditions environnementales et biologiques
(e.g. communautés  phytoplanctoniques  accompagnatrices)
favorables a leur apparition.

(iii) Un suivi a été effectue a [I’échelle de [I’efflorescence
phytoplanctonique printaniere en 2013 (avril — mai ; Chapitre 1V).
Cela a permis d’étudier, pour la premiére fois, de maniere plus
spécifique, les communautés phytoplanctoniques présentes dans les
bassins d’élevage de la ferme piscicole et d’appréehender les risques
mécaniques et toxiques auxquels sont exposeés les bars.
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PHYTOPLANCTON BAR (D. labrax)
Pluriannuelle
(2005-2013) II |
SUCCESSION
COHORTE
Printanicre EFFLORESCENCE
(Avril-Mai)
b
. Spirmentator® ESPECES INDIVIDU
Diversité (MEB) Condition

Toxicité Croissance
Conditi envir |

Figure V.1. Echelles temporelles, et niveaux d’organisation considérés au cours de
ce travail de recherche ; ® désigne I’ensemble des poissons élevés dans la ferme
aquacole, du stade juvénile (~ 5 g) & la taille commerciale (450 g - 1 kg); ® désigne
les juvéniles.

La coincidence de [Iefflorescence phytoplanctonique et du pic
d’abondance de taxons avec les fortes mortalités de bars a pu étre vérifiée
pour certains genres tels que Pseudo-nitzschia, Phaeocystis et
Rhizosolenia ; I’écologie et la diversité des deux derniers étant bien
connus dans I’écosysteme Manche — mer du Nord (Schapira et al., 2008 ;
Rousseau et al., 2007, 2013). Ce travail présente une contribution
nouvelle a I’étude du genre Pseudo-nitzschia dans la baie sud de la mer
du Nord. Le suivi saisonnier de 2012 a en effet permis de démontrer une
faible diversité (trois especes) de Pseudo-nitzschia en comparaison a
d’autres zones tempérées telles que la baie des Veys (Normandie,
France), les cotes catalanes (Espagne) ou le golfe du Maine (USA) ou
six, neuf et huit espéces ont respectivement été identifiées (Klein et al.,
2010 ; Quijano-Scheggia et al., 2010 ; Fernandes et al., 2014). Les trois
espéces identifiées en baie sud de la mer du Nord (P. delicatissima, P.
pungens et P. fraudulenta) présentaient une succession particuliére.
e Au printemps (avril — mai), les trois espéces étaient présentes
mais P. delicatissima dominait la communauté de diatomées (i.e.
85%).
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e En été (juin — juillet), les trois especes étaient présentes et P.
pungens dominait légerement (54% des frustules identifiés par
analyse MEB).

e Enfin, P. pungens a été la seule espéce observéee en automne.

La succession des espéces de Pseudo-nitzschia semble reliée a une
limitation en composants azotés. Etant donnée leur variabilité
saisonniére, leur présence dans le milieu pourrait aussi étre sous
dépendance de la température et la photopériode. Les trois espéces
identifiées dans ce travail sont potentiellement toxiques comme cela a été
vérifié en plusieurs zones géographiques (Trainer et al., 2012 ; Rhodes et
al., 2013 ; Fernandes et al., 2014). Plus particulierement, ce travail a
permis de démontrer la toxicité P. pungens puisqu’elle était la seule
espece présente en automne en association avec de fortes concentrations
d’acide domoique (102 + 39 pg. mL™). Au contraire, la non-toxicité de P.
delicatissima suggérée par de nombreuses études (e.g. Lundholm et al.,
2006 ; Kaczmarska et al., 2007 ; Lelong et al., 2014) a été confirmée en
culture lors de I’expérience d’exposition (Chapitre I11). Par contre, la
toxicité de P. fraudulenta n’a pu étre estimée de maniere certaine.
L’isolation de cette espece dans le milieu suivie de cultures en batch
permettrait d’évaluer sa potentielle toxicité dans la baie sud de la mer du
Nord, mais également d’étudier son écophysiologie (e.g. facteurs
limitants, taux de croissance) et donc de mieux connaitre les conditions
environnementales favorables a son développement.

Cette étude a montré que la concentration en acide domoique ne
dépendait pas forcément de I’abondance de Pseudo-nitzschia toxiques
dans le milieu, & savoir que de fortes concentrations de toxines peuvent
correspondre & des abondances faibles. Enfin, si elles ne sont pas
présentes dans la baie sud de la mer du Nord, d’autres especes telle que la
macro-algue Chondria armata (Asie du sud-est) et I’espéce de diatomée
benthique Amphora coffeaeformis (cote est du Canada) sont également
capables de produire de faibles quantités d’acide domoique (Bates, 2000 ;
Zaman et al., 1997). Connaissant I’importance des eaux de ballast et du
trafic maritime dans I’introduction d’espéces exotiques provenant de ces
zones géographiques (Gollasch, 2006 ; Brylinski et al., 2012 ; Antajan et
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al., 2014), la surveillance de [I’ensemble des communautes
phytoplanctoniques et de macro-algues apparait nécessaire dans la
gestion du risque d’intoxication ASP (Amnesic Shellfish Poisoning). Par
ailleurs, le développement de Dinophyceae toxiques voire leur
introduction dans la baie sud de la mer du Nord ne peuvent étre exclus
d’autant plus que des alertes PSP diies au développement d’Alexandrium
sp. sont réguliérement déclenchées en Manche orientale™®.

Le réseau de surveillance des phycotoxines (REPHY) existant en France
base ses seuils nationaux d’alerte ASP sur I’abondance de Pseudo-
nitzschia sp., la concentration en acide domoique étant mesurée dans les
coquillages *” seulement lorsque ce seuil est dépassé (i.e. 100 000
cellules. L™ pour le complexe P. seriata, 300 000 cellules. L™ pour le
complexe P. delicatissima). Cette étude souligne I’importance
d’appliquer des dosages systématiques de la toxine au moins dans les
coquillages et de tenir compte des particularités régionales de certains
environnements. Si les zones a risque sont I’objet de suivi a plus haute
fréquence (toutes les semaines, Lefebvre, pers. com.), le délai entre
I’observation d’un HAB, les temps d’analyses (protocoles conformes a la
Iégislation européenne par HPLC-UV) et les prises de décision
constituent autant de freins a la réactivité rapide nécessaire dans ce
contexte. Par ailleurs, la plupart des programmes de surveillance utilisent
la microscopie optique et par conséquent, ne distinguent pas les espéces
de Pseudo-nitzschia mais les classe dans deux complexes couramment
utilisés : P. complexe delicatissima qui regroupe les espéces étroites (i.e.
largeur valvaire < 3um) et P. complexe seriata regroupant les especes
larges (i.e. largeur valvaire > 3um). Comme toutes les espéces de
Pseudo-nitzschia au sein d’un complexe donné ne produisent pas d’acide
domoique (Lelong et al., 2012a ; Lundholm et al., 2006), optimiser les
mesures de prévention passe par le développement d'outils
d’identification rapides, tels que I’utilisation de PCR en temps réel (Kim
et al., 2010), ou de sondes moléculaires fluorescentes spécifiques et

16 Bulletins d'information et d'alerte / Surveillance des coquillages, REPHY, IFREMER.
7 Seuil sanitaire d’acide domoique dans les coquillages = 20ug DA. kg™ (Lefebvre et
al., 2014)
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détectables par cytométrie en flux (Wallner et al., 1993) en complément
des analyses en microscopie électronique. Ces méthodes permettent
également de distinguer des espéces cryptiques, a savoir des especes
distinctes mais morphologiquement semblables qui pourraient présenter
des propriétés toxiques différentes (Lundholm et al., 2006 ; Quijano-
Scheggia et al., 2010).

Outre I'étude ciblée de Pseudo-nitzschia, ce travail a mis en évidence
une grande diversité d’especes potentiellement déléteres pour les
organismes marins au cours des suivis de 2012 et 2013. Elle comprenait
les diatomées des genres Chaetoceros, Rhizosolenia et Thalassiosira par
exemple mais aussi le prymnesiophyceae P. globosa. Néanmoins, si P.
globosa dominait I’efflorescence printaniére au cours des deux suivis
effectués, une forte variabilité interannuelle concernant les communautés
de diatomées a été démontrée. Ainsi, si Pseudo-nitzschia delicatissima
était dominante en 2012, Rhizosolenia imbricata caractérisait les
assemblages de fin de printemps-début d'été 2013. Cette tres forte
variabilité interannuelle des communautés phytoplanctoniques dans la
zone d’étude n'est pas surprenante et a déja été démontrée par plusieurs
études dans cette zone géographique (e.g. Widdicombe et al., 2010 ;
Lefebvre et al., 2011 ; Herndndez-Farifias et al., 2014) et pourrait étre
causée par les forcages climatiques a grande (e.g. Oscillation Nord
Atlantique, NAO) et plus petite échelle (e.g. variation des concentrations
en eléments nutritifs en relation avec les événements pluvieux).

Il est donc nécessaire, et primordial, d'intégrer I'évolution interannuelle
des communautés phytoplanctoniques pour mieux définir leur impact
potentiel sur les poissons en pisciculture.

Cette variabilité interannuelle du phytoplancton semble s'étre répercutée
sur celle des mortalités de bars. Ainsi, en 2012 et 2013, le pic de
mortalité printanier est peu marqué voire inexistant en association avec
une efflorescence phytoplanctonique de moindre ampleur et en
comparaison aux années de fortes mortalités (e.g. 2008, 2011) marquées
par des efflorescences conséquentes (e.g. 2008, 35 pg chl a. L™; 2010,
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52 ug chl amL™). La poursuite de suivis s’avére primordiale afin de
confirmer ou d’infirmer la tendance a la diminution des efflorescences
phytoplanctoniques dans la baie sud de la mer du Nord démontrée par
Lefebvre et al. (2011), et de Vérifier la persistance de la corrélation entre
les mortalités printaniéres de poissons dans la ferme piscicole et
I’efflorescence phytoplanctonique dans les années a venir.

Lors des deux suivis effectués (en 2012 et en 2013), une efflorescence de
noctilugues (Noctiluca scintillans) a été observée en début d’été (données
non présentées). Connaissant I’impact potentiel de cette espéce sur le
milieu marin et sur les poissons (hypoxie, production d’ammonium,
acidification du milieu ; Bhat et al., 2006 ; Mohamed et Mesaad, 2007 ;
cf. Introduction 83.1), il semble important de déterminer si cette espéce
constitue un risque supplémentaire pour des poissons ayant déja subi une
exposition a I’efflorescence phytoplanctonique printaniere. Dans ce
contexte, des expériences d'exposition Noctilugues-poissons, telles que
celles réalisées par Amara et al. (2013) et dans le Chapitre 1, pourraient
étre envisagées.

De plus, si les conditions de développement de cette espéce de
Dinophyceae semblent bien connues (Le Fevre et Grall, 1970 ; Yung et
al., 1997 ; Fock et Greve, 2002 ; Sautour et al., 2000 ; Kopuz et al.,
2014), un suivi haute fréquence permettrait de mieux connaitre leur
dynamique de population a court terme (e.g. taux de croissance in situ,
facteurs hydrobiologiques forgants tels que la disponibilité de la
ressource ou I’hydrodynamisme). Cela permettra aussi d’évaluer les
consequences éventuelles de la récurrence d’une telle espéce sur
I’écosysteme cotier et I’élevage de poissons en baie sud de la mer du
Nord.

Une des principales difficultés de ce travail a eté d'adapter la fréquence
d'échantillonnage a I'étude de la dynamique des communautés
phytoplanctoniques. En effet, lors des suivis saisonniers réalisés pendant
cette these, les recherches se sont principalement intéressées au
phytoplancton a une fréquence hebdomadaire (Chapitre 1V) ou de deux
semaines (Chapitre 1l). Des cultures en batch de Pseudo-nitzschia
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delicatissima ont permis d’estimer leur taux de croissance en conditions
optimales (i.e. 0,3 j* & 11,0 °C), et Lelong et al. (2014) ont déterminé un
taux de croissance de 1,0 j* & 15,6 °C pour cette méme espéce isolée en
Bretagne. Ainsi, en transposant ces résultats dans le milieu naturel, et en
I’absence de compétiteurs et de prédateurs, une abondance de 3 x 10°
cellules.L™, correspondant au seuil d’alerte pour le complexe P.
delicatissima, pourrait étre atteinte en 10 jours. Si le suivi hebdomadaire
effectué par le REPHY correspond au temps d’apparition d’une
efflorescence dans le milieu naturel, il ne permet pas I’anticipation de tels
évenements. Un suivi effectué a une frequence plus importante serait une
premiére avancée pour la compréhension des mecanismes controlant la
dynamique de croissance des especes potentiellement responsables de
HAB dans la baie sud de la mer du Nord et permettrait d’anticiper leurs
impacts sur les activités aquacoles.

Les perspectives de ce travail s’inscrivent donc dans des approches de
terrain a deux échelles temporelles distinctes :

- Un suivi pluriannuel des communautés phytoplanctoniques incluant
I’identification spécifique de Pseudo-nitzschia et le dosage de
I’acide domoique, mais aussi d’autres producteurs de phycotoxines
tels que les dinophyceae des genres Prorocentrum, Dinophysis et
Alexandrium (Hallegraeff, 2003) afin d’estimer la variabilité inter-
annuelle, et confirmer la tendance globale actuelle a I’augmentation
de la fréquence et de la diversité des HAB (Hallegraeff, 1993 ;
Glibert et al., 2005). De plus, I’intégration d’autres compartiments
planctoniques (e.g. bactéries, micro- et mesozooplancton) au suivi
permettra de mieux définir les conditions de production d’acide
domoique qui peuvent dépendre des communautés bactériennes en
présence (Bates et al., 1995 ; Lelong et al., 2014), et d'évaluer son
transfert le long du réseau trophique.

- Dans I’optique d’une gestion a long terme de [I’effet des
efflorescences phytoplanctoniques sur I’élevage des poissons, et
plus largement sur I’aquaculture dans la baie sud de la mer du
Nord, I’utilisation des outils de télédétection tels que les données
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de couleur de I’eau permettant une détection rapide et précoce des
efflorescences (Alvain et al., 2005) combinée a une approche de
modelisation prenant en compte I’hydrodynamisme des zones
aquacoles, permettrait de mettre en relation la variabilité
saisonniere des communautés phytoplanctoniques avec celle des
mortalités de poissons. Si leur application reste encore limitée en
zones cotieres, de telles méthodes permettront d’établir la
dispersion de I’efflorescence, son déplacement (vitesse, direction)
et donc, pourraient étre des outils de prédiction et de prévention
complémentaires au suivi de terrain.

Un suivi journalier permettrait d’avoir une connaissance plus fine
de la dynamique des efflorescences car les especes
phytoplanctoniques concernées ont un taux de croissance important
(e.g. temps de génération de P. globosa < 24 h a 12 °C ; Jahnke,
1989) et sont susceptibles d’apparaitre dans le milieu trés
rapidement. Cela permettrait d’évaluer le délai entre le pic
d’abondance phytoplanctonique et celui des mortalités de poissons,
et d’adapter les mesures de prévention en conséquence, tels que
I’arrét de I’alimentation des poissons diminuant ainsi leur demande
biologique en oxygene accompagné d’une oxygenation du milieu
d’élevage pour éviter I’asphyxie, la mise en place de systemes de
filtration, I’isolation et/ou le déplacement des cages d’élevage
lorsque cela est possible, ou bien la modification du point de
pompage de I’eau de mer pour les bassins a terre (e.g. en
profondeur). Néanmoins, ce type d'approches nécessite la
considération d’un compromis entre le nombre d’échantillons
récoltés et leurs temps et colt d’analyses en microscopies optique
et électronique. La mise en place d’outils automatisés tels que le
flowcam ou le cytocense (Buskey et Hyatt, 2006 ; Dubelaar et
Gerritzen, 2000) constitue des approches novatrices permettant la
détermination et  I’énumération  précises des  especes
phytoplanctoniques délétéres. Ces approches pourraient étre
combinées a I’utilisation de sondes moléculaires spécifiques et de
la PCR en temps réel, dont l'utilisation s'est avérée pertinente pour
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la détection de Kkystes de dinophyceae toxiques tels que
Cochlodinium sp. et Alexandrium sp (Kim et al., 2010). Pour la
mesure rapide de I’acide domoique, les kits basés sur la méthode
ELISA sont des outils tres efficaces, aussi sensibles que les
protocoles nationaux recommandés dans le cadre des suivis
phycotoxines (Garet et al., 2010) car ils permettent la mesure des
concentrations en acide domoique en une demi-journée. Ils
représentent donc une tres bonne alternative aux protocoles usuels
en permettant une alerte en temps réels des acteurs de
I'environnement (e.g. pécheurs a pieds, conchyliculteurs).

¢ Quelle est la vulnérabilité des juvéniles de bar a ces

espece phytoplanctoniques potentiellement déléteres ?

Deux expériences d’exposition phytoplancton — juvéniles de bar ont eté
réalisées afin de tester les hypotheses émises lors des mesures et analyses
de terrain :

(i)

(i)
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Pseudo-nitzschia delicatissima étant I’espece de diatomée dominante
pendant I’efflorescence printaniere de 2012, la vulnérabilité des bars
a cette espéce potentiellement nocive d'un point de vue mécanique
et/ou toxique a éte testée a I’échelle individuelle au cours d'une
expérience d'exposition de 45 jours (Chapitre 111). Cette approche a
été développée au laboratoire (conditions contr6lées) par la mise en
place de cultures permettant une exposition a des concentrations
ciblées et jusqu’a cing fois plus importantes que dans le milieu
naturel et, par I’utilisation de marques sous cutanées (Visual Implant
Tag, 1.2 mm x 2.7 mm, Northwest Marine Technology) permettant
I'identification et donc un suivi individualisé des poissons.

L’effet d’une efflorescence phytoplanctonique (printemps 2013) sur
les juvéniles de bar a été étudié a I’échelle d’une cohorte (figure V.1,
Chapitre 1V) au cours d’une expérience de 35 jours en mésocosmes.
Cela a permis d’estimer I’effet potentiellement délétere d’une
exposition plurispécifique provenant du milieu naturel en baie sud de
la mer du Nord.
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A chaque échelle d’analyses, les effets sur la condition des poissons
(indice de Fulton) et sur leurs performances physiologiques (taux de
croissance, rapports ARN:ADN, TAG:ST) ont été mesurés en parallele
des effets mécaniques sur les branchies mais aussi sur le systeme digestif
(pour I’exposition mono-spécifique).

Un effet monospécifique relatif

L’expérience d’exposition de juvéniles de bar a Pseudo-nitzschia
delicatissima réalisée au cours de ce travail de thése fait suite a une
expérience similaire impliquant Phaeocystis globosa (Amara et al.,
2013). Néanmoins, I’exposition de juvéniles de bar a une culture de cette
espece et a la mousse résultant de sa degradation n’a pas démontré
d’effet negatif sur la condition ni la croissance des poissons. Au
contraire, une légere augmentation de I’indice de condition et de la
croissance a plutot eté observé (Amara et al., 2013). Cela suggére que les
bars tirent un profit nutritionnel des polysaccharides secrétés par P.
globosa sous sa forme coloniale, qui provoquent |’agrégation des
particules et les rendent plus facilement captables par les juvéniles de
poissons. Si P. globosa, espece dominante et récurrente pendant
I’efflorescence printaniere, n’a pas d’effet délétere sur les juvéniles de
poissons, la question d’un effet induit par une autre espece
phytoplanctonique abondante pendant la méme période s’est posee.
Ainsi, le choix de la diatomée P. delicatissima dans I’expérience
d’exposition phytoplancton - juvenile de bar a été conditionné par sa
récurrence pendant I’efflorescence printaniéere (Antajan et al., 2013;
Herndndez-Farifias et al., 2014) et sa dominance au sein de la
communauté de diatomées au printemps 2012.

Si I’exposition semble entrainer un stress mécanique relatif observe via
une surproduction de mucus au niveau des branchies, nos résultats
indiquent tres clairement que dans les conditions d’exposition de cette
expérience (45 jours, 5 x 10° cellules. L™), P. delicatissima ne produit
pas d’acide domoique et n’a pas non plus d’effet délétere sur la
croissance et la condition des poissons.
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Le protocole utilisé lors de cette expérience d’exposition la rend aisément
reproductible quelle que soit I’espéce phytoplanctonique considérée. Le
couplage comptage phytoplanctonique - fluorimétrie constitue par
ailleurs un outil trés rapide et efficace permettant de maintenir les
concentrations phytoplanctoniques constantes dans les aquariums
expérimentaux. De plus, la réplication des conditions d’exposition a
permis de considérer une large gamme d’abondances phytoplanctoniques
s'étalant de ce qui est généralement observé in situ (concentration
maximale) a une abondance cing fois supérieure. En effet, au cours de
cette experience, les poissons ont été exposes a trois abondances de P.
delicatissima distinctes dont la plus faible (10° cellules. L™) est
I’abondance maximale rencontrée en Manche orientale et en baie sud de
la mer du Nord (Antajan et al., 2013; Breton et al., 2011). Les deux
autres abondances de P. delicatissima testées (i.e. 2 x 10° et 5 x 10°
cellules.L™) ont eu pour objectifs de forcer les potentiels effets délétéres,
mais restent néanmoins cohérentes avec celles rencontrées dans le milieu
naturel, puisque des abondances de Pseudo-nitzschia peuvent atteindre
6 x 10°cellules.L.™* lors d’efflorescences mono- ou plurispécifiques
(Anderson et al., 2006 ; Quijano-Scheggia et al., 2008a ; Trainer et al.,
2009). De plus, le marquage des poissons a permis d’évaluer avec
précision la croissance individuelle des poissons tout en tenant compte de
la variabilité individuelle. Les marqueurs physiologiques tels que la
croissance ou la condition des poissons représentent les caractéristiques
biologiques des poissons en relation directe avec la qualité de leur habitat
(Amara et al., 2007). Ainsi les paramétres mesurés au cours de cette
approche expérimentale (indices de condition, rapport ARN : ADN, taux
de croissance) permettent une appréciation des codts métaboliques
induits par un ou des stress (Lambert et Dutil, 1997) et ont des temps de
réponse différents: la croissance intégre I’histoire de vie du poisson,
I’indice de condition est un bon indicateur de I’état de santé du poisson et
a un temps de réponse de I’ordre des semaines voire des mois, et le
rapport ARN : ADN répond rapidement aux variations de croissance des
juvéniles de poissons avec un temps de réponse de I’ordre de quelques
jours voire semaines (Adams et al., 1992 ; Buckley et al., 1999 ; Rétz et
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Lloret, 2003). Ces parameétres sont apparus comme étant tres pertinents et
robustes dans leur réponse a de nombreux stress environnementaux
(Froese, 2006 ; Kerambrun et al., 2012b ; Laroche et al., 2002 ; Ratz et
Lloret, 2003). Le couplage de ces différents parametres sur une durée
d’expérience de 45 jours a permis de rendre compte de stress induits par
I’exposition au phytoplancton, qu’il s’agisse d’une espece ciblée ou de
communautés (cf. § effet plurispécifique).

La contrainte principale de cette expérience pourrait étre représentée par
le volume des aquariums utilisés lors de I'exposition (37 L). Ce choix
correspond en réalité a la nécessité d'établir un compromis entre le
volume d'incubation nécessaire au maintien d’un nombre suffisant de
poissons pour que I’expérience soit statistiquement cohérente, et des
volumes de culture algale nécessaires. Si la réponse des poissons peut
étre accentuée dans ce type d’expériences, I’utilisation de plus grands
volumes d’incubation permettrait de se rapprocher des conditions
environnementales et d’étudier un nombre plus important de poissons. La
logistique de I’expérience était essentiellement liée aux volumes d'eau de
mer filtrée nécessaires aux renouvellements de I'ensemble des aquariums,
aux cultures algales et aux échantillonnages hydro-biologiques
journaliers. A ces contraintes s’est ajoutée I’estimation de I’abondance
cellulaire réelle dans les aquariums expérimentaux par comptages en
microscopie optique (méthode trés chronophage) en paralléle des
mesures fluorimétriques journaliéres. Néanmoins, la cohérence de nos
résultats au regard des indices de condition et de la croissance mesurés
sur les poissons exposes avec d’autres études réalisées in situ ou au
laboratoire indique que les conditions expérimentales n’étaient pas
limitantes (Kerambrun et al., 2012b; Mourente et Bell, 2006 ;
Vasconcelos et al., 2009).

Cette phase de travail est une contribution importante a I’étude des
interactions entre le phytoplancton et les poissons, qui est rarement
envisagée au laboratoire en conditions contrdlées. Afin de compléter
cette étude, une expérience d’exposition a des espéces de Pseudo-
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nitzschia toxiques (i.e. P. pungens et/ou P. fraudulenta identifiées lors du
suivi 2012, Chapitre 111) permettra de mesurer I’effet de la combinaison
entre I’effet mécanique entrapercu lors de cette étude et un éventuel effet
toxique de I’acide domoique pour les poissons. Enfin, d’autres espéces
pouvant avoir des effets déléteres sur les poissons ont été observées lors
de I’efflorescence de 2013 comme les diatomées piquantes des genres
Rhizosolenia ou Chateoceros, responsables de mortalités massives de
salmonidés dans des élevages d’Ecosse ou du Canada par exemple
(Albright et al., 1993 ; Burridge et al., 2010 ; Treasurer et al., 2003).

Les expériences d’expositions mono-spécifiques permettent une
meilleure compréhension des effets déléteres des efflorescences
phytoplanctoniques car elles mettent en évidence des effets individuels
tels qu’une absence totale d’effet pour P. globosa (Amara et al., 2013) ;
un stress mécanique pour P. delicatissima (Delegrange et al., 2015) voire
la mortalité des poissons exposés pour Chaetoceros concavicornis (Yang
et Albright, 1992). La suite logique de ces expériences d’exposition
monospecifiques serait de réaliser des expositions avec des mélanges
d’especes dont les effets déléteres individuels sont connus afin de savoir
si ces effets sont cumulatifs lorsqu’elles sont présentes dans le milieu au
méme moment (e.g. P. delicatissima et P. globosa). Toutefois, la
réalisation de telles expériences en conditions contrdlées nécessite une
gestion des effets compétitifs entre les espéces phytoplanctoniques en
plus des interactions phytoplancton-poisson étudiées. Les approches in
situ simulées pourraient étre une alternative aux expériences en
conditions contrdlées. Cela implique d’exposer les poissons a des
communautés naturelles en milieu fermé (par exemple des aquariums) et
la prise en compte de la dynamique des communautés dans les enceintes
expérimentales. Par ailleurs, la concentration des communautés
phytoplanctoniques de I’eau de mer permettra d’en augmenter
I’abondance pour en accentuer les effets potentiellement déléteres
comme cela a été fait lors de ce travail.

Ce travail (Chapitre I11) a confirmé qu’un effet mono-spécifique de
certaines espéces phytoplanctoniques potentiellement délétéres ne peut
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expliquer, a lui seul, les mortalités de bar en baie sud de la mer du Nord.
Cependant, le stress induit par une exposition monospécifique suggere
que l'exposition a plusieurs especes pourrait étre plus nuisible, surtout au
regard de la durée de I’efflorescence et qu'il ouvrirait une voie d'entrée a
d'autres pathogenes.

Un effet pluri-spécifique

Si elle est dominee par P. globosa, I’efflorescence printaniére est
également caractérisée par un ensemble d'espéces plus ou moins déléteres
pour les poissons (cf. ci-dessus). Par conséquent, l'atténuation de
I'efflorescence devrait conduire a une meilleure croissance et une
meilleure condition des juveniles de bar.

Cette hypothese a été testée au cours d’une expérience se déroulant
pendant I’efflorescence phytoplanctonique de 2013 (Chapitre 1V). Des
moules ont ainsi été utilisées comme filtre naturel de I’eau de mer pour
diminuer la biomasse et I’abondance phytoplanctoniques en amont de
mésocosmes (5 m°) contenant des juvéniles de bar. L'expérience s'est
déroulée au sein de la ferme aquacole afin de reproduire les conditions
d’élevage des bars en termes de qualité et de renouvellement de I’eau, de
densité de poissons (i.e. 7 & 10 kg.m™), de fréquence de nourrissage et de
rationnement, mais également de suivi par les éleveurs. Les effets de
I’efflorescence phytoplanctonique ont ainsi pu étre estimés en conditions
réelles a I'échelle d'une cohorte (15 000 individus) rendant impossible le
suivi individuel d'un point de vue logistique.

L’activité de filtration des bivalves (discutée ci-aprés) a permis une
atténuation significative de I’efflorescence phytoplanctonique en termes
d'abondance et de biomasse (facteur 6 a 13) sans effet sur la composition
taxonomique des communautés. Cela a par ailleurs conduit a une
amélioration de la condition et de la croissance des juvéniles de bar de 2
et 12 % respectivement, par rapport a des témoins ne bénéficiant pas de
filtration préalable. Cela suggere que les poissons exposés a
I’efflorescence phytoplanctonique avaient une condition et une
croissance plus faibles par rapport aux poissons éleves dans I’eau de mer
préalablement filtrée par les moules.
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La présence de diatomées piquantes (Rhizosolenia imbricata,
Thalassiosira sp.) dans les branchies des poissons exposés a
I’efflorescence coincidait avec une épaisseur anormale de mucus a la
surface de I’épithélium branchial. Ces observations indiquent un stress
mécanique causé par les communautés phytoplanctoniques présentes
(Shen et al., 2011) et confirment nos premiers résultats d'exposition
monospécifique. Il est donc probable que les effets délétéres induits par
plusieurs especes au cours d’une efflorescence soient cumulatifs, ne
permettant pas aux poissons de récupérer leur état de santé initial avant
plusieurs semaines (i.e. duree de I’efflorescence en baie sud de la mer du
Nord). Cela pourrait, a long terme, conduire a des effets sub-létaux (e.g.
accumulation de mucus, lésions de I’épithélium branchial et inhibition
des fonctions branchiales et de la croissance) voire létaux.

La mesure du rapport ARN : ADN, qui permet de rendre compte de
I’activité métabolique, était plus faible chez les poissons exposés a
I’efflorescence, suggérant une allocation d’énergie modifiée chez ces
individus. Ainsi, il est possible que les poissons exposés aux
communautés phytoplanctoniques aient alloué plus d’énergie a la défense
contre le stress mécanique induit par les diatomées par rapport a leur
croissance (McNamara et Buchanan, 2005). Cela peut donc conduire a la
réduction du taux de croissance des poissons comme observé lors de cette
expérience et, par conséquent, a la réduction du rendement de production
au sein des fermes aquacoles.

Ce travail a donc montré une vulnérabilité des juvéniles de bar a
I’efflorescence  phytoplanctonique printaniere. Cette expérience
mériterait d’étre réalisée a nouveau afin de confirmer les premiers
résultats obtenus et d'intégrer la variabilité interannuelle des
communautés (en termes d'abondance et de taxonomie), et donc de
considérer d'autres composantes dominantes de I'efflorescence
printaniére.

Ce travail de these a permis de mesurer un effet délétere de
I’efflorescence phytoplanctonique printaniére sur les bars d’élevage en
baie sud de la mer du Nord. Bien que les perspectives relatives au suivi
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des composantes planctoniques présentées précédemment puissent étre
envisagées ici, les paramétres mesurés sur les poissons seront I’objet de
cette discussion :

La réalisation de frottis branchiaux (lamelles branchiales fraiches
placées entre lame et lamelle) & chaque prélévement sur un nombre
important de poissons a permis I’estimation rapide de I’état des
tissus branchiaux in vivo au cours des deux expériences d’exposition.
Néanmoins, cette méthode semi-quantitative méritera d’étre
complétée par une analyse histologique permettant une observation a
I’échelle cellulaire des tissus et une estimation quantitative des
dommages (e.g. cedemes, nécroses, fusion des lamelles branchiales)
potentiellement observés (Shen et al., 2011).

La mise en place d’un suivi de I’état de santé des poissons au sein
des structures d’élevage permettra la surveillance de leur croissance
et de leur condition. Ces facteurs sont en effet des facteurs
indicateurs du bien-étre et du niveau de stress des poissons
facilement et rapidement mesurables (Varsamos et al., 2006). A ce
titre, les premiers indicateurs de stress sont les parametres sanguins
tels que I’augmentation du taux de cortisol ou d’adrénaline et ces
réponses  endocriniennes conduisent a des modifications
physiologiques tels qu’une augmentation de la glycémie, des
fréquences cardiaque et respiratoire (Martinez-Porchas et al., 2009).
La mesure rigoureuse de ces deux derniers parametres nécessite
d’effectuer des expériences spécifiques dans des chambres
d’incubation individuelles (Luna-Acosta et al., 2011; Roque
D’Orbcastel et al., 2009) alimentées avec de I’eau de mer naturelle
(et les communautés phytoplanctoniques associées) ou des cultures
phytoplanctoniques par exemple. Enfin, il est connu qu’en
conditions de stress environnemental, les poissons modifient leur
comportement, en particulier leurs activités natatoire (e.g. distance
parcourue, occupation de [I’espace, rythme nycthéméral) et
alimentaire (Bégout Anras et al., 2004; Millot et al., 2010).
L’utilisation de techniques non invasives d’étude du comportement
telles que la télémétrie accoustique permettra de mieux comprendre
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les modifications comportementales des poissons exposés aux
espéces phytoplanctoniques déléteres. Ceci permettrait a terme, de
proposer des indicateurs fiables aux éleveurs pour la détection de
situations de stress et la mise en place d’outils de prévention et/ou de
mitigation des efflorescences.

e Est-il possible de développer des outils permettant de
limiter I'impact de I'efflorescence phytoplanctonique sur
les poissons d’élevage ?

A I’heure actuelle, les interactions aquaculture-environnement
représentent un enjeu majeur dans la gestion des exploitations. D'une
part, les aquaculteurs doivent contrdler leurs rejets et leur impact sur
I’environnement (cf. directives européennes®® ; Acierno et al., 2006) et
d'autre part, ils doivent aussi composer avec les effets de
I’environnement sur leur production.

Comme préesenté en Introduction, I’environnement, et particulierement
les efflorescences phytoplanctoniques (HAB ou non), est connu pour
impacter la production aquacole par des effets létaux et/ou sub-létaux
(e.g. effets toxique, mecanique, liés a la forte biomasse). Dans le contexte
actuel d'augmentation des HAB, en termes de fréquences d'apparition et
d'abondance (Glibert et al., 2005), le développement d'outils, de
méthodes et de mesures préventives apparait primordial.

La premiere méthode de mitigation utilisée dans le monde est la
préevention en amont qui se traduit par la mise en place de programmes
de surveillance (nationaux ou régionaux) et le développement de
méthodes de préediction des HAB (e.g. modelisation). Si les programmes
de surveillance ne sont pas toujours efficaces par manque de personnel
compétent ou de moyens (Kallee et al., 2002), ils sont apparus comme
tres pertinents dans certains cas, jouant leur role d'alerte pour la
consommation de  coquillages (REPHY). La  modélisation

18 Directive 2011/92/UE du parlement européen et du conseil du 13 décembre 2011
concernant I’évaluation des incidences de certains projets publics et privés sur
I’environnement, Directive 2001/42/CE du Parlement et du Conseil du 27 juin 2001
relative a [I’évaluation des incidences de certains plans et programmes sur
I’environnement
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hydrodynamique permettant d'estimer le déplacement d'efflorescences a
porté ses fruits dans certaines régions aquacoles (Norvege) et a initié la
mise en place précoce des procédures de mitigation sur les sites de
production (Pettersson et al., 2001).

Lorsque la prédiction des HAB en amont n’est pas possible, la
mitigation d’urgence classique comprend plusieurs mesures
applicables directement sur les sites de production a terre et en mer. Il
peut s'agir de I’arrét du nourrissage des poissons afin de diminuer leurs
besoins en oxygene et donc d’éviter leur asphyxie (Anderson et al.,
2001). Cela peut étre complété par une oxygénation mécanique des zones
d’élevage par bullage d’air comprimé dans les cages ou bassins
d’élevage. Néanmoins, si cette méthode s’avere efficace pour limiter les
pertes dans les exploitations aquacoles lors d’efflorescences de moindre
ampleur, lorsque les HAB sont importants, elles ne suffisent pas voire
accentuent I’effet délétére causé par le HAB en ajoutant un facteur de
stress supplémentaire pour les poissons. L’évitement de la zone ou
I’efflorescence se développe est une stratégie applicable essentiellement
en mer. Dans ce cas, soit les cages d’élevage sont déplacées dans des
zones saines, soit elles sont immergées sous la couche de surface touchée
par le HAB (Anderson, 1994 ; Anderson et al., 2001). Le déploiement de
telles mesures ne peut étre que ponctuel des lors qu'un changement des
conditions physico-chimiques de l'environnement induit un stress chez
les poissons et qu'une immersion prolongée pose des problemes de
flottabilité (Kallee et al., 2002).

Enfin, il existe des moyens de contrdle direct de I’efflorescence
phytoplanctonique permettant d’éliminer les espéces delétéres de la
colonne d’eau. Les méthodes utilisées peuvent étre chimiques, physiques
ou biologiques. Les moyens chimiques (e.g. sulfate de cuivre) ont été
envisages par le passe, mais leur utilisation n’est actuellement pas
satisfaisante en raison du colt important, de I’efficacité limitée et des
effets inconnus des produits utilisés sur I’environnement (Kallee et al.,
2002 ; Rodger et al., 2011). Les scientifiques et les aquaculteurs
asiatiques (principalement au Japon et en Corée du Sud) utilisent I’argile
comme agent floculant qui accélere la sédimentation des micro-algues
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déléteres. Cependant, cette méthode présente une limite car elle altére
I’ensemble des communautés planctoniques mais aussi les communautés
benthiques (Kim, 2006 ; Kim et al., 2010 ; Park et al., 2013). Enfin, la
principale méthode biologique destinée a la mitigation de I’effet des
HAB sur I’aquaculture est [I’utilisation d’agents pathogénes (e.g.
bactéries, parasites, virus) des espéces phytoplanctoniques délétéres pour
les organismes élevés (e.g. bactéries des genres Cytophaga, Alteromonas,
Pseudoalteromonas ; Fukuyo et al., 2002 ; Imai, 2005) ou de prédateurs.
L’utilisation de prédateurs du phytoplancton, tels que les copépodes et les
bivalves, nécessite de bien connaitre leur comportement alimentaire ainsi
que I'impact des especes phytoplanctoniques responsables du HAB sur
ces organismes (Fukuyo et al., 2002 ; Kallee et al., 2002).

En résumé, le moyen de mitigation approprié dépend principalement de
la nature de I’efflorescence, de sa détection, du type de ferme aquacole
(espece élevée, configuration du site: en mer ou a terre) et des
particularités de I’environnement.

Le développement de [I’aquaculture intégrée ouvre de nouvelles
perspectives a la mitigation puisque I’idée de combinaison de cultures
commence a se généraliser (Blancheton et al., 2009). De nombreux
programmes de recherche (e.g. IDREEM *°, D2P4 % Genesis %)
développent I’aquaculture intégrée multi-trophique mettant en jeu des
communautés artificielles sur les sites de production aquacole pour
limiter I"impact des effluents issus de I'élevage sur I’environnement.
Ainsi, les effluents particulaires (fécés, débris alimentaires) d’une
aquaculture nourrie (e.g. pisciculture) sont traités par des systéemes
utilisant des especes extractrices tels que des organismes filtreurs (e.g. les
bivalves). Les effluents dissous, principalement des composés azotés tels
que I’urée, sont généralement traités par des cultures de macro-algues. En
milieu naturel, la matiére organique qui sédimente sous les cages

9 IDREEM. Increasing Industrial Resource Efficiency in European Mariculture, 2012,
Ecosse.

% D2P4. Optimizing IMTA species component stocking densities and infrastructure
orientation to maximize overall system efficiency, Canada.

! GENESIS. GENEtic Sustainable Integrated Systems, Europe.
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alimentent des organismes détritivores benthiques tels que les
échinodermes ou des polychétes (Chopin et al., 2001 ; Neori et al., 2004 ;
Troell et al., 2009).

Au sein de ces systemes d'aquaculture intégrée, les moules sont apparues
comme des especes extractrices couramment utilisées en raison de leur
fort potentiel d’épuration de la matiére particulaire (MacDonald et al.,
2011; Reid et al, 2010). Elles sont aussi capables de réduire
significativement la biomasse phytoplanctonique (Dame et al., 1991 ;
Grange et Cole, 1997 ; Riisgard et al., 2011). En effet, une réduction de
60 % de la biomasse phytoplanctonique peut étre observée dans I’eau de
mer traversant une zone mytilicole (Gibbs et al., 1992 ; Waite, 1989). Le
systéeme expérimental présenté en Chapitre IV de cette thése est inspiré
de I’aquaculture intégrée et des outils de mitigation existants. Cependant,
dans cette approche expérimentale, les moules ont été utilisées en amont
de bassins aquacoles afin de diminuer I’ampleur de I’efflorescence
phytoplanctonique et donc ses potentiels effets délétéres sur les poissons
éleves.

L’utilisation des moules comme filtre de I’eau d’élevage des bars a
nécessité la mise en place de bassins spécifiques (i.e. des mésocosmes de
filtration) et le respect de certaines conditions (acclimatation, densité
utilisée). En effet, afin de filtrer efficacement I’eau de mer, la circulation
dans les bassins de filtration a été optimisée pour augmenter le temps de
résidence de I’eau. L'utilisation de parois PVC a ainsi permis de mettre
en place une circulation concentrique de I'eau passant ainsi au travers des
moules, conditionnées et suspendues dans les mésocosmes (Figure 1V.2).
Les moules provenant des circuits d’alimentation de la ferme aquacole,
elles étaient par conséquent déja adaptées aux conditions hydro-
biologiques des bassins d’élevage (pour rappel : eau traitée en partie par
la centrale nucléaire de Gravelines, criblée sur 1 mm, réchauffée et
chlorée). De plus, afin de limiter le stress lié a leur conditionnement, elles
ont été acclimatées dans les bassins expérimentaux pendant deux
semaines. Enfin, la densité de moules utilisée (60 kg. m™) a été ajustée en
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fonction de celles pratiquées dans les bassins de dépuration % en
mytiliculture (Le Saux et Pommepuy, 2003).

Afin d’étudier I’effet de la filtration des bivalves sur I’élevage de bars, de
nombreux parametres ont été mesurés tant sur la qualité de I’eau que sur
les poissons (performances physiologiques, indices de condition, état des
branchies). L’utilisation des moules comme outil de mitigation a été
efficace sur les paramétres hydro-biologiques de I’eau de mer, a savoir
qu’elle a permis une réduction de la turbidité d’un facteur 5
(représentative de la matiére en suspension et de la matiére organique
dissoute) et de I’abondance phytoplanctonique (jusqu’a un facteur 13)
sans modification de la communauté. Cela a conduit & une meilleure
condition et une meilleure croissance des juvéniles de bar élevés dans
I’eau de mer filtrée, et donc a un meilleur rendement de production
supérieur de 5,5 % comparé a un élevage sans filtration en amont.

Cette étude est une contribution au développement de nouvelles pratiques
aquacoles qui visent de plus en plus a tenir compte de I’environnement et
de ses interactions avec les espéces élevées. Ce type d'approche
expérimentale est particulierement important dans le contexte global de
l'augmentation en fréquence et en ampleur des HAB qui, de fait, risquent
d'induire des épisodes de mortalités de plus en plus massifs et fréquents
dans les fermes aquacoles comme dans le milieu naturel (Anderson,
2008 ; Zingone et Oksfeldt Enevoldsen, 2000). Cette expérience
constitue donc une premiére proposition technique pour la gestion des
interactions HAB-poissons qui méritera d’étre testée a I’échelle d’une
production aquacole (e.g. modules de production ou exploitation
complete). De plus, cette expérience constitue une contribution au
développement d’une aquaculture raisonnée, utilisant peu de produits
chimiques et sans impact environnemental, mis & part I’envasement lié a
la sédimentation des feces et pseudo-feces dont I’'impact sur le milieu
devrait étre limité en raison du fort hydrodynamisme de la zone cétiére
de la baie sud de la mer du Nord (Otto et al., 1990).

22 Dépuration. Processus qui consiste a conditionner des organismes filtreurs dans des
bassins d’eau saine afin de les rendre propres a la consommation.
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Les limites du systeme développé dans cette étude concernent la
nécessité d’une maintenance lourde incluant une purge journaliere et une
vidange hebdomadaire du bassin de filtration afin d’éviter I’accumulation
de feces et pseudo-feces dans le fond des bassins et dans le circuit d’eau.
De plus, le systéme de conditionnement des moules utilisé lors de cette
expérience a conduit & I’accumulation de matériel particulaire dans les
filets résultant en de fortes mortalités (parfois supérieures a 50%) de
moules, sans incidence sur I’efficacité de filtration, au cours de
I’expérience (cf. Figure 1V.4). Par conséquent, il semble nécessaire de
développer un systeme de conditionnement optimal des moules et
d’aménager des bassins spécifiques afin de pérenniser de telles
installations tout en assurant un hydrodynamisme suffisant pour limiter
I’impact environnemental. De plus, cette expérience a été réalisée sans
réplication des conditions en raisons de contraintes logistiques
(conditions d’élevage, quantité de moules nécessaires, la maintenance et
la main d’ceuvre disponible). Elle doit donc étre considérée comme un
cas d’étude devant étre testé a plus grande échelle, tout en restant une
premiere approche tres novatrice applicable dans des bassins d’élevage
pour I’atténuation des effets déléteres de I’efflorescence
phytoplanctonique sur les poissons et I’amélioration du rendement de
production.

Cette expérience a été réalisée dans des bassins dédiés de 5 m*. Pour
pouvoir appliquer ce mode de mitigation de I’efflorescence a I’échelle de
la ferme aquacole, il serait nécessaire de reproduire I’expérience dans des
bassins plus grands ; les plus petits bassins utilisés pour la production
commerciale dans la ferme considérée étant de 25 m®. Cela permettra
d’une part, de tester la reproductibilité de I’expérience et d’autre part,
d’estimer les colts d’une telle installation a I’échelle de la ferme
aquacole, ainsi que les bénéfices financiers potentiels a court et a long
terme. De plus, la pérennisation de tels systémes de mitigation induit la
mise en place d’une double culture en raison de la nécessité de
I’aménagement de bassins spécifiques qui devra étre rentabilisé. Cela
souléve donc le besoin de tester les installations a I’échelle d’une année
au moins afin d’intégrer la variabilité saisonniere des communautés
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phytoplanctoniques et de la physiologie des moules. Enfin, des analyses
génétiques telles que le next-generation sequencing (NGS ; Medinger et
al., 2010) permettant le sequencage et I’identification génétique des
communautés de protistes et bactériennes permettront de mieux connaitre
I’impact de la filtration biologique sur les communautés de protistes mais
aussi d’en mesurer I’incidence sur la biosphére rare incluant des parasites
et pathogenes des poissons dont I’occurrence n’est pas forcément connue
dans la zone d’étude.

Si un effet délétére de I’efflorescence phytoplanctonique a été démontré
lors de ce travail de thése, cette étude constitue une avancée non
négligeable dans le développement d’outils efficaces de mitigation des
efflorescences phytoplanctoniques et de leurs effets sur la pisciculture en
zones tempérées qui devrait étre testée dans d’autres environnements
soumis a d’autres types d’efflorescences (e.g. Dinophyceae). Par ailleurs,
I’espece de filtreur utilisée pourra aussi étre adaptée a I’environnement,
la zone géographique et le type de HAB en présence.

Les outils de contrdle des efflorescences permettent la gestion des effets
délétéres lorsque les HAB sont déja présents. Néanmoins, la prévention
constitue un des meilleurs moyens de mitigation, et cela passe par une
surveillance minutieuse des communautés phytoplanctoniques et des
poissons impliquant non seulement les chercheurs et les collectiviteés,
mais aussi les éleveurs présents tous les jours sur les sites aquacoles. Les
méthodes de surveillance appliquées (e.g. télédétection des
efflorescences, énumération et identification au microscope des espéces
présentes, utilisation d’outils automatisés tels que le Flowcam ou la
cytométrie) dépendront des compétences des utilisateurs et pourront
nécessiter la formation du personnel aquacole pour une efficacité accrue.
Une surveillance devra aussi étre appliquée aux stocks de poissons par la
mesure de paramétres intégrant la réponse des poissons aux stress
environnementaux  (indice de condition), ou des variables
comportementales (activité alimentaire). Ainsi, lorsque les signes avant-
coureurs du développement d’un HAB sont présents, des mesures de
protection des stocks aquacoles pourront, le cas échéant, étre mises en
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place telles que I’'immersion ponctuelle, le déplacement des cages
d’élevage ou encore le passage des fermes a terre en circuit fermé.
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Naturally occurring phytoplankton blooms have been responsible for acute
mortalities of wild and farmed fish worldwide. Direct adverse effects of
phytoplankton on fish can be physical gill irritations and excess mucus
production leading to hypoxia. Phytotoxins may also damage gills which can
end up in osmoregulatory problems and trigger fish inappetence.

For several years mass mortalities (>20 tons over April-May) in Dicentrarchus
labrax reared at the fish farm Aquanord (Gravelines, southern North Sea) have
been recurrently recorded at the wane of the spring bloom . As mortality could
not be explained by classical diseases such as parasitism or bacterial infection
(e.g. vibriosis), an annual survey was carried out in situ and in rearing basins
from March 2012 to July 2013 to characterize phytoplankton communities, their
variability and potential effect on fish mortality.

Hydrological parameters (i.e. temperature, salinity) followed a classical
seasonal cycle. Phytoplankton bloom occurred in April (14mg Chla L™). It was
characterized by typical species from the North Sea (Phaeocystis globosa) along
with chain-forming diatoms (Chaetoceros sp., Rhizosolenia sp. and Guinardia
sp.) having highly silicified spines. Gills observation (mucus production, stuck
diatoms) highlighted potential mechanical damages by Rhizosolenia imbricata
and P. globosa colonies. Additionally, species from the Pseudo-nitzschia genus
were SEM identified (P. pseudodelicatissima and P. pungens) and domoic acid
detected for the first time in the area at concentrations as high as 155 pg ml™*
during the bloom. pH values highlighted a drastic decrease of about 1.5 units in
June 2012 which could be related to a Noctiluca scintillans bloom. Despite the
presence of potentially toxic and/or mechanically damaging species, no
mortality linked to the bloom could be emphasized. Results revealed the need to
develop long term monitoring of water quality supplied to the fish farming
basins and to propose solution to dampen phytoplankton bloom impact on fish.
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Abstract

The prevencs of Mnewnopsiy feidy A Agascdz, 1863 along the Fronch cosats of the Eastarn English Channel and the Morth Sea (EEC-NE)
ws astzblished via morphological observation and molecalar svidencs. The sarlisst econds wers from seroeys camied out in aemmn 2005 in
La Havre harbour (Bay of Sams, EEC) and coincided with the historical introdection of the species in other Northem Furopean waters. Since
2005, the species has also bean observed 2lomg the French coast of the North Sea. Rswalts indicate M. leidhiv bos esmhblished a salf-
slsizining popalation m the Bay of Seine, which may act a5 & source population for northem Enropsan harbours via commercial shipping.

Key wards: ctanophor, invasive rpecies, Maswsapsir lede

Introduction

The voracious zooplanktivore Mnemiopsiz leidyi
A. Agassiz, 1865 is a lobate ctenophore native to
the Atlantic coasts of Nerth and South America
(Gesamp 1997). This eurythermic and euryhaline
species can tolerate a wide range of envirommental
conditions (Eremer 1994; Purcell et al. 2001).
These feamres, together with its regeneration
(Henry and Martindale 2000) and reproductive
ability (self-fertile hermaphrodite with high
fecundity and rapid growth rates), explain the
success of M. lefdyi as an inwasive species
(Baker and Feeve 1974; Costello et al. 2004§;
Taspers et al. 2011). The establishment of M. Ieidyi
had severe ecological and ecomomic impacts in
the Black 5ea in the 1980°s (Shiganova 1998)
and in the Caspian Sea in the late 1980°s (Foohi
et al 2010). Consequenly, recent (simce 2005)

discoveries of this species in Norwegian fjords
{Oliveira 2007; Hosia et al. 2011), the Baltic 5ea
(Hansson 2004; Javidpour et al. 2004; Fube et
al. 2007), Danish territorial waters {Tendal et al
2007), the German Bight (Boersma et al. 2007),
the Metherlands (Faasse and Bayha 2004) and in
Belgian coastal waters (Dumoulin 2007; Van
Ginderdeuren et al. 2012), has alarmed the scientific
community, especially as these northern European
waters are amongst the world's most mportant
fishing grounds. However, work by Hamer ef al_
{2011) concludes that the densities of M. leidvi
currently observed in northerm waters do oot
represent @ threst to egzs and fish larvae, although
they might compete with larval fishes for small
plankton prey and it is unknown whether the specias
represents an immediate ecological threat. In this
context, the aim of this article is to document the
first records of M. leidyi along the French coasts
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Seawater biofiltration: mussels as a tool to prevent phytoplankton
blooms impact on farmed fish (Dicentrarchus labrax) ?
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Because filter-feeding bivalves such as the blue mussel (Mytilus edulis)
are known to be efficient seawater purifiers clearing dissolved and
particulate matter (e.g. phytoplankton) with rates ranging from 1 to 7 L h°
1 g they have been used as natural filters for seawater supplying
juvenile sea bass (Dicentrarchus labrax) farming basins.

A 45 days mesocosm experiment was carried out during the 2013
phytoplankton spring bloom (April-May) to assess whether mussel
filtration dampen algal blooms impact on fish health and condition
compared to controls receiving bulk seawater.

Efficient mussel filtration resulted in 2 to 5 times decrease in in vivo
fluorescence, up to 4 times decrease in suspended matter concentrations
and 5 to 10 times decrease in Chla concentrations. Fish receiving
biofiltered seawater had a significantly higher Fulton condition index
(1.04 £ 0.09) than those bred in control tanks (1.01 + 0.08) after 35 days
(p-value < 0.005). The same observation holds for integrated weight
based growth rates reaching 0.38 g j* in bio-filtered tanks compared to
controls (0.33 g ). Fish gills in control tanks often presented
phytoplankton mechanical damages which can lead to hypoxia and
anoxia. In fact, stuck diatoms (Rhizosolenia, Paralia sulcata) and mucus
production were often observed whereas in bio-filtered tanks no such
damages were highlighted. Our results suggest that mussels could be use
as a tool to increase water quality and hence production rates in fish
farming, given specific cultivation modes and maintenance for both fish
and mussels are used.
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Amélioration de la croissance et de la condition de juvéniles de
bars (Dicentrarchus labrax) grace a la biofiltration de I’eau de
mer par des moules (Mytilus edulis)
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Laréal*®, T. Raud??, A. Bonnard”, F. Gaine® et R. Amara“%®
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Des mortalités récurrentes de bars (Dicentrarchus labrax) pouvant
atteindre 20% des mortalités annuelles sont observées a Aquanord (ferme
piscicole, Gravelines, France) et coincident avec [I’efflorescence
phytoplanctonique printaniere en Mer du Nord. Afin de limiter I’impact
de I’efflorescence phytoplanctonique sur la condition et la croissance des
juvéniles de bars (Dicentrarchus labrax), des moules ont été utilisées
comme filtre biologique en amont des bassins piscicoles au cours d’une
expeérience de 40 jours en mesocosmes.

La mise en place d’un tel systeme de filtration biologique a permis
I’amélioration significative de la qualité de I’eau de mer en termes de
matériel particulaire réduisant 5 a 12 fois la concentration en
chlorophylle a et jusqu’a 4 fois la turbidité. Les poissons ont présenté une
meilleure croissance (2,88+0.44 %.j™ ) lorsqu’ils étaient élevés dans de
I’eau de mer filtrée que ceux ayant été élevés dans de I’eau de mer non
filtrée (2,59+0.44 %.j"). Ces poissons avaient aussi une meilleure
condition avec un indice de Fulton de 1,08+0.08 mg.mm™ contre
1,03+0.08 mg.mm™ et un rapport ARN/ADN plus élevé (3.8+0.6 contre
3.0+0.5) indiquant un métabolisme plus performant.

Nos resultats suggerent que les moules pourraient étre utilisées comme
outil permettant d’augmenter la qualité de I’eau et, par conséquent, les
taux de production dans les fermes piscicoles. Il sera cependant
nécessaire d’adapter les techniques d’élevage pour le maintien des
moules et des poissons au sein des mémes infrastructures.
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Sea bass (Dicentrarchus labrax) mortalities are recurrently observed in
Agquanord, a fish farm in the Southern North Sea. These mortalities
coincide with the phytoplankton spring bloom and can be as high as 20%
of the annual fish loss. In order to reduce the phytoplankton bloom
impact on juvenile sea bass growth and condition, a 40 days mesocosm
experiment (5 m*) was carried out during the 2013 spring bloom. During
this experiment, mussels (Mytilus edulis) were used as natural filters for
the seawater fuelling juvenile sea bass rearing basins.

The establishment of such a filtration system ensures a significant
enhancement of water quality in terms of particulate matter resulting in a
4 and 12 times decrease in chla concentration and turbidit, respectively.
Fish receiving biofiltered seawater had a better condition with a
significantly higher Fulton index (1.08+0.08 mg mm™) than those reared
in control tanks receiving bulk seawater (1.03+0.08 mg mm™). Due to
seawater mussels filtration, fish had a better weight based growth rate
(2.88+0.44 % d™ against 2.59+0.44 % d™) and a higher metabolism
measured through the RNA/DNA ratio (3.8+0.6 against 3.0+£0.5) than
controls.

Even if the rearing technics need to be improved to efficiently maintain
mussels and fish in the same rearing facilities, our results suggest that
mussels could be used as tools to enhance water quality and hence
production rate in temperate marine fish farms.



Résumé

Depuis les années 1980, la production aquacole a progressé de plus de 50% afin
de répondre a la demande alimentaire d’une population humaine en constante
augmentation. Le développement d'installations piscicoles en zones cotiéres,
qu'il s'agisse de fermes a terre ou de cages en mer, les soumet aux contraintes
environnementales et en particulier, les expose a des phénomenes naturels
difficilement contrélables tels que les efflorescences phytoplanctoniques. En
mer du Nord, des mortalités printaniéres massives de bars (Dicentrarchus
labrax; > 20 tonnes en avril-mai) sont observées dans une ferme aquacole. Ces
mortalités semblent coincider avec le développement et le déclin de
I’efflorescence phytoplanctonique printaniére et n‘ont pas pu étre expliquées par
des pathologies aquacoles classiques (e.g. infections virales et bactériennes,
parasitisme). Dans ce contexte, des effets délétéres induits par le phytoplancton
ont été suspectés et étudiés par le biais de quatre volets de recherche.

La premiére étape de cette étude a été de caractériser la coincidence entre
I’efflorescence phytoplanctonique printaniere et I’augmentation des mortalités a
I’échelle pluriannuelle (2005 — 2013). Une analyse de données a permis
d’établir une corrélation entre les données hebdomadaires de mortalité de
poissons et les données de biomasse et d’abondance spécifique du
phytoplancton. Elle a aussi conduit & I’identification de taxons potentiellement
déléteres de par leur toxicité potentielle (diatomées du genre Pseudo-nitzschia),
leur impact sur le milieu (viscosité et anoxie; Phaeocystis globosa) et/ou leur
forme piquante (Rhizosolenia, Pseudo-nitzschia).

Un suivi saisonnier des communautés phytoplanctoniques conduit de Février a
Novembre 2012, ainsi qu'au printemps 2013, dans I’eau d’alimentation de la
ferme aquacole a permis d'identifier les espéces potentiellement délétéres pour
les poissons en considérant les dommages mécaniques et/ou toxiques qu’elles
peuvent engendrer. Cette partie du travail s’est intéressée aux diatomées du
genre Pseudo-nitzschia dont la diversité spécifique n'avait jusqu'alors pas été
étudiée en baie sud de la mer du Nord. La microscopie électronique a balayage
(MEB) a permis l'identification de 3 espéces: P. delicatissima, P. fraudulenta et
P. pungens. Les concentrations en acide domoique associées a la présence de
ces diatomées démontrent sans équivoque la toxicité de P. pungens en automne
et suggére une toxicité de P. fraudulenta et P. delicatissima. L'étude des
conditions  environnementales et  biologiques (e.g. communautés
phytoplanctoniques accompagnatrices) favorables a leur apparition met en
évidence une limitation en azote et I'association entre P. delicatissima et P.
globosa.

Pseudo-nitzschia delicatissima étant I'une des diatomées dominantes au cours
du printemps 2012, son éventuelle implication dans les mortalités de juvéniles
de bars a été étudiée au cours d'une expérience d'exposition de 45 jours. Une
irritation des branchies illustrée par la production excessive de mucus sur



I'épithélium branchial a été observée, suggérant un stress d'exposition.
Cependant, ce stress n'a pas eu d'incidence sur la condition des poissons ni sur
leurs performances physiologiques. Il en ressort que les mortalités observées in
situ seraient davantage liées a un effet de communautés plutét qu'a une seule
espéce.

Cette derniere hypothése a été testée en utilisant le pouvoir de filtration des
moules (Mytilus edulis, bivalves suspensivores) en amont des bassins d'élevage.
L'idée était ici de vérifier si la filtration biologique de I'eau de mer permettait de
limiter I'ampleur de I'efflorescence phytoplanctonique printaniere et ainsi,
d'améliorer la condition et les performances physiologiques des juvéniles de
bar. Cette étude a démontré que les poissons élevés dans de I'eau préalablement
filtrée par les moules avaient effectivement une meilleure condition (indice K)
et de meilleures performances physiologiques (croissance, rapport ARN : ADN)
gue ceux élevés dans I'eau de mer non filtrée.

Ce travail de these souligne la nécessité de généraliser le suivi des
communautés phytoplanctoniques dans les régions aquacoles afin d'identifier
les espéces potentiellement délétéres et de mieux comprendre leur dynamique.A
ce titre le développement de méthodes de détection rapide d’especes
potentiellement délétéres et de toxines apparait fondamental pour une gestion
optimale des exploitations aquacoles. 1l démontre également Il'importance de
I'approche expérimentale pour tester et développer de nouveaux outils de
mitigation permettant d'atténuer I'impact des efflorescences phytoplanctoniques
sur l'aquaculture.

Mots clefs: Dicentrarchus labrax, Aquaculture, Efflorescence d'algues
nuisibles (Harmful Algal blooms), ichtyotoxicité (Acide domoique),
expériences d'exposition, outils de mitigation



Abstract.

To balance human growing food demand, aquaculture production has increase
by more than 50% since the 1980s. Developed fish farms in coastal areas (e.g.
inland fish farms or cages) are thus exposed to environmental constraints,
particularly, to unmanageable natural events such as phytoplankton blooms. In a
coastal fish farm of the North Sea, sea bass mass mortalities (Dicentrarchus
labrax, >20 tons over April-May) often coincide with the spring bloom but
cannot be explained by classical finfish diseases (e.g. bacterial and viral
infections, parasitism). In this context, deleterious effects induces by
phytoplankton were suspected and investigated during a four-step approach.

Firstly, studies focused on co-occurrence between phytoplankton blooms and
fish mortality increase over the 2005-2013 period. Data analyses carried out
allowed to correlate weekly fish mortality to phytoplankton standing stocks and
taxonomy as well as to identify potential deleterious taxa with regard to their
toxicity (e.g. Pseudo-nitzschia), their effects on seawater properties (e.g.
viscosity and anoxia, Phaeocystis globosa) and the mechanical damages they
can trigger (e.g. sharp and needle-shaped diatoms; Rhizosolenia, Pseudo-
nitzschia).

Secondly, seasonal surveys carried out in seawater fuelling the fish farm from
February to November 2012 and during spring 2013, allowed an acute
identification of deleterious phytoplankton species considering mechanical
damages and/or toxicity. Species belonging to the Pseudo-nitzschia genus have
seldom been identified in the area and were thus specifically targeted. Scanning
Electron Microscopy analyses (SEM) allowed to acknowledge a rather low
diversity of Pseudo-nitzschia spp. as only three species (P. delicatissima, P.
fraudulenta and P. pungens) were present in 2012 and 2013. Associated domoic
acid concentrations unambiguously revealed the automnal toxicity of P.
pungens whereas toxicity could only be suggested during spring for both P.
fraudulenta and P. delicatissima. Environmental and biological parameters (e.g.
associated phytoplankton communities) measured over these surveys revealed
that Pseudo-nitzschia sp. were present under nitrogen limiting conditions and
highlighted a strong association between P. delicatissima and P. globosa bloom.
Thirdly, since P. delicatissima was the dominant diatom during the 2012 spring
bloom, its implication in juvenile sea bass mortalities was tested during a 45-
day fish-diatom exposure experiment. Although P. delicatissima did not
produce domoic acid, it seemed to affect gills integrity which was visible by
mucus overproduction. Stress induced by P. delicatissima exposure did not
affect fish condition and physiological performances. This lack of effect on
juvenile sea bass when considering single species exposure suggests that fish
farm mortality rather result from a combination of processes linked to the whole
phytoplankton community.



This last hypothesis was tested by using mussel (Mytilus edulis) filtration
efficiency upstream fish rearing tanks. The aim of this test case experiment was
to estimate whether mussel efficiency significantly dampened the phytoplankton
spring bloom and hence positively impacted on juvenile sea bass condition and
physiological performances. As a result, juvenile sea bass reared in biofiltered
seawater exhibited a significantly better condition (Fulton K Index) and
physiological performances (growth and RNA:DNA ratio) than those reared in
bulk seawater.

This work highlights the need to generalize phytoplankton monitoring in
aquaculture areas in order to identify potentially deleterious species, and to
understand their dynamics. Methods permitting the early detection of
potentially noxious species and associated phycotoxines are necessary to reach
an optimal management of aquaculture facilities. Experimental approaches and
test case experiments are also crucial to develop and test mitigation tools for
dampening phytoplankton blooms impact on aquaculture.

Keywords: Dicentrarchus labrax, aquaculture, Harmful Algal Blooms (HAB),
ichtyotoxicity (domoic acid), exposure experiments, mitigation tools.
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