Programme PIREN-Seine : Métabolisme digestif etaépction chez la dreissene

Mise en place des biomarqueurs d'effets sur le méialisme
digestif et sur le cycle reproducteur de la dreisse.

Frédéric Palais, Sandrine Pain-Devin, Guillaumesdul, Odile Dedourge-Geffard, Alain Geffard*

Université de Reims Champagne Ardenne, Unité déé&tebe Vignes et Vins de Champagne EA
2069, Laboratoire d'Eco-toxicologie — alain.geff@nahiv-reims.fr

1. Introduction

Les biomarqueurs utilisés classiqguement sont, danplupart des cas, des réponses de
fonctions biologiques directement impliquées dangdstion par I'organisme de la contamination et
de ses effets. Ces biomarqueurs sont généraleradrtre indicateurs de I'exposition des organismes
a la contamination et sont considérés comme desnsép relativement précoces. Cependant, la
difficulté qui subsiste a I'’heure actuelle estdenpréhension des conséquences possibles de lsseépon
de ces biomarqueurs pour le maintien des organisivasts eux-mémes ainsi que pour le maintien
de leurs populations. Dans ce contexte, I'objatditette tache est d’étudier des caracteres biplegi
différents, qui vont refléter une réponse plus gleltle I'organisme et qui sont supposés mieux eendr
compte des effets de la contamination sur les @ga@s et potentiellement, sur les populations
(Amiard et Amiard-Triguet, 2008).

Les réponses biologiques en question sont rechesahéniveau de la physiologie des grandes
fonctions des organismes et nous avons focalise materét sur la fonction digestive, directement
associée au métabolisme énergétique, et sur ltidarde reproduction.

Le métabolisme digestif constitue un processus ddds le sens ou il conditionne
'approvisionnement de l'organisme en énergie, gleequi est consommée pour le maintien de
'organisme, sa croissance et sa reproduction. €eeenis, une perturbation du métabolisme digestif
affectera directement I'assimilation des nutrimegitdonc indirectement la quantité et/ou la qual@é
I'énergie indispensable a la réalisation des augremdes fonctions biologiques (Dedourge et al.,
2008). Les travaux présenteés ici se focalisent'activité de certaines enzymes digestives implepé
dans les processus de digestion chez la dreis§ifférentes études ont mis en évidence une
inhibition des activités d’enzymes digestives lafexpositions d’organismes aquatiques a des
contaminants organiques (De Coen et Janssen, 188Bvyanova et al, 1999 ; Simon et al, 1999) ou
métalliques (Yan et al, 1996 ; Kuz’'mina et al, 2D0®%ant d’étudier 'effet de contaminations sur la
réponse de ces enzymes, nos travaux sont actuatléowalisés sur leur caractérisation et sur leemis
au point des protocoles de dosages des activiBsratiques a partir de deux structures anatomiques
impliquées dans la digestion chez la dreisséne.

La reproduction constitue également un processimoptial parce qu’il conditionne la
production de nouveaux individus qui participeraint maintien des populations. Les effets de la
contamination peuvent étre percus au niveau deégimé des gonades et au niveau de leur
fonctionnement et en conséquence, au niveau de ogptoducteur dans son ensemble. Dans les deux
cas, les perturbations sont observables au niveaghdque individu et peuvent étre révélatrices
d’atteintes futures au niveau populationnel ; efetedes altérations de la fonction de reproduction
mettent directement en cause le maintien et leueziement des populations naturelles (Binellilet a
2004 ; Mantecca et al., 2006).

La mise au point des protocoles de dosages desneszgigestives et I'apprentissage des
techniques histologiques associées a I'étude die cgproducteur de la dreisséne constituent le coeur
de cette tache et sont partie intégrante de laiprerannée de doctorat de M. Frédéric Palais (dsbut
novembre 2007). Dans ce rapport, seuls les travancernant le métabolisme digestif seront
présentés, dans la mesure ou les travaux d’étutzegtemade n’ont pas encore débuté (programmés au
printemps 2008).
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2. Anatomie et physiologie digestive de la dreissenehoix des
organes d’étude

Une étude bibliographique a été menée afin d'affiaeconnaissance et la compréhension des
processus de digestion chez les bivalves en géeécalez la dreissene en particulier (Morton, 1969a
et 1969b).

Chez ces organismes la digestion fait intervenixgeocessus :

« un processus de trituration associé a des phénenaéngigestion extracellulaire, réalisé au
niveau de I'estomac et du sac du stylet cristaéirstylet cristallin étant une sorte de tige qui
assure la trituration par rotation et friction aente bouclier gastrique (Figure 1). Sur le plan
enzymatique, ce processus fait essentiellementané des carbohydrases.

- un processus de digestion intracellulaire et d’giigmn qui se déroule au niveau des
diverticules de la glande digestive (Figure 1). Bylan enzymatique, ce processus fait intervenir
principalement des lipases et protéases.
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Au regard des informations collectées, ainsi ga’'adite de différents essais de dissection des
différents organes impliqués dans la digestiochlgix s’est orienté vers I'étude de la glande diges
et du stylet cristallin. Outre sa position clé dessprocessus de digestion, la glande digestiésente
la particularité d’accumuler les contaminants ¢tfesiege de nombreux processus de détoxication de
ces contaminants. Elle représente par conséquentgane cible a étudier. Le stylet cristallin, nin
couramment étudié que la glande digestive en ématiogie, est toutefois apparu trés intéressant. Su
le plan pratique, le stylet est une structure egisément identifiable a I'ceil nu et par conséguest
une structure facile a prélever sur les organisrbes.par sa fonction de digestion des glucides
complexes, il présente en outre une position chés da métabolisme digestif. Enfin, il présente un
cycle de fonctionnement alternant des phases deldi®n de sa structure permettant la sécrétion
d’enzymes en période de repos de I'animal, et Hasgs de reconstruction. Ainsi, outre son intéét p
rapport au mécanisme de digestion, son état pealerdgnt donner des indications sur I'état
physiologique de I'organisme. Enfin, il présentes wapécificité enzymatique différente de la glande
digestive et la mutualisation des résultats prontdas deux organes permettra de mieux cerner la
réponse globale du métabolisme digestif.
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3. Caractérisation enzymatique et protocoles de dosage

L’étude enzymatique s’est focalisée dans un premaieps sur les carbohydrases agissant
principalement au niveau du stylet cristallin. Gawymes jouent un rdle prépondérant dans la
digestion des particules détritiques filtrées pardteisséne et concernent notamment la digestion
d’amidon (amylase) et de cellulose (cellulase).nhise au point des protocoles de dosage de ces
enzymes est actuellement en cours de réalisatioat¢bat de Mr Frédéric Palais, Université de Reims
et M2R de Mr Guillaume Jubeaux, M2R EcotoxicologteBiodiversité, Université Paul Verlaine,
Metz). Les méthodes de Bernfeld (1955), ainsi qué&dison (1944) et Somogyi (1952) sont testées.
Ces méthodes sont basées sur le dosage coloriv@ttas sucres réducteurs générés par l'activité des
carbohydrases en présence d'amidon (amylase) cartbexyméthyl-cellulose (cellulase). Les essais
actuellement en cours de réalisation afin de céraer ces activités ont permis de déterminer les
valeurs de pH et de température optimales danadeale I'amylase. Ainsi, le pH optimum se situe a
6,6 pour le dosage de I'amylase dans la glandestivgecomme dans le stylet cristallin (Figure 2). E
revanche, la température optimale difféere pourdesx organes, avec une valeur de 31°C pour la
glande digestive et une valeur de 22°C pour leestiffigure 3). Les travaux se poursuivent pour
préciser également la durée d’incubation ainsilgumncentration en substrat optimales et les mémes
tests seront effectués pour la cellulase.
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Figure 2 : Evolution ded Absorbance a 540 nm (blanc retranché) en fonaiopH lors du
dosage de I'amylase.
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Figure 3 : Evolution ded Absorbance a 540 nm (blanc retranché) en fondieta
température lors du dosage de I'amylase.

4. Perspectives

La tache 2b est orientée vers le développementémiaanes digestives en tant que marqueurs
d'effets sur le métabolisme digestif et I'applicatide techniques histologiques afin d’étudier leley
reproducteur de la dreissene. L’évolution de dditbe en 2008 consistera, dans un premier temps, a
poursuivre les efforts engagés dans la mise aut pib@s méthodes de dosages des activités
enzymatiques (amylase et cellulase). Il est ensiitdsagé d’étudier la réponse de ces activités
enzymatiques lors d’exposition de dreissenes, daameen conditions contrblées en paralléle adiétu
des cinétiques de bioaccumulation prévues daniclzet2a (Cemagref, Antony), et d’autre part en
situation de terrain en exploitant le matériel bgtjue qui a été conservé dans ce but a l'issue de
I'expérimentation dans le bassin de I'Orge (tacb® 2a mesure des activités enzymatiques sera
également réalisée lors des futures campagnesrdént@révues en 2c et I'ensemble des résultats
permettra de valider I'intérét de cette approchwirt: 'apprentissage des techniques d’histologies
envisagé en début d'année afin d’étre opératiopoet utiliser ces techniques lors des campagnes de
terrain (tache 2c).
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